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A doença de Chagas é causada pelo Trypanosoma cruzi e está distribuída em vários 
países principalmente na América Latina, afetando cerca de 8 milhões de pessoas. 
Os tratamentos atualmente disponíveis são considerados ineficazes por existirem 
cepas naturalmente resistentes a esses medicamentos e os critérios de cura não 
serem efetivos, além disso apresentam diversos efeitos colaterais. Existem diversas 
formas de transmissão da doença e apesar de vários programas de controle do vetor 
(inseto barbeiro) essa é ainda a principal forma de contágio. Devido a persistência 
de várias espécies transmissoras do vetor no ambiente domiciliar e peridomiciliar se 
faz necessário buscar alternativas de controle que interfiram na proliferação ou na 
infectividade de formas invasivas presentes no inseto, ou no tratamento de 
indivíduos com alta parasitemia. Nesse sentido, o objetivo do trabalho é desenvolver 
anticorpos recombinantes que tenham potencial aplicação na interferência do ciclo 
de vida do parasito no inseto ou no hospedeiro mamífero. Neste sentido, foi visto 
que proteínas de superfície como as mucinas (gp35/50) e transialidases (gp82) que 
participam no processo de adesão e invasão das células possibilitando o 
estabelecimento da infecção e isso torna candidatos para o desenvolvimento de 
novas estratégias terapêuticas para o tratamento da doença. Assim, o gene sintético 
scFv-10D8 previamente construído obtido a partir do mAb-10D8 (anti-gp35/50) foi 
clonado e expresso em E. coli com proteína de fusão 6xHis (pET22b). Após 
otimização das condições de indução e enriquecimento de uma fração 
periplasmática contendo scFv-10D8, foi demonstrado que a proteína recombinante é 
capaz de reconhecer as mesmas proteínas identificadas pelo mAb-10D8. O ensaio 
de invasão de células de mamíferos utilizando fração periplasmática ou purificada de 
scFv10D8 e de um scFv não relacionado foi realizado. Os resultados mostram uma 
redução específica e dose dependente na taxa de infecção de células expostas a 
formas tripomastigotas metacíclicos pré-incubados com scFv-10D8. Diante dos 
resultados apresentados acredita-se que o scFv-10D8 possa ser usado na 
paratransgênese no inseto vetor evitando disseminação de formas infectivas. Além 
disso nesse trabalho, as regiões variáveis de IgG das cadeias leves e pesadas de 
hibridomas que expressam mAb 2B10 (anti-TcGP35/50), e mAb 3F6 (anti-TcGP82) 
foram sequenciados e montados como scFv. A síntese e produção desses novos 
scFvs ampliarão as possibilidades de uso dessas moléculas sozinhas ou 
combinadas com scFv-10D8, associadas ou não a moléculas efetoras (p.ex. 
peptídeos líticos ao parasito) para controle do parasito no inseto. 
 







Chagas' disease is caused by Trypanosoma cruzi and is distributed in several 
countries mainly in Latin America, affecting about 8 million people. The currently 
available treatments are considered ineffective because there are naturally resistant 
strains of these drugs and the cure criteria are ineffective. In addition, there are 
several side effects. There are several forms of transmission of the disease and 
despite several vector control programs (Triatomine bug) this is still the main form of 
contagion. Due to the persistence of several vector transmitting species in the home 
and peridomiciliary environment, it is necessary to search for control alternatives that 
interfere in the proliferation or infectivity of the invasive forms present in the insect or 
in the treatment of individuals with high parasitemia. In this sense, the objective of 
the work is to develop recombinant antibodies that have potential application in the 
interference of the cycle in the insect or in the treatment of Chagas' disease. In this 
sense, it was seen that surface proteins such as mucins (gp35/50) and transialidases 
(gp82) that participate in the process of adhesion and invasion of the cells allowing 
the establishment of infection and this makes them candidates for the development 
of new therapeutic strategies for the treatment of the disease. Thus, the previously 
constructed synthetic gene scFv-10D8 obtained from mAb-10D8 (anti-gp35/50) was 
cloned and expressed in E. coli with 6xHis fusion protein (pET22b). After optimization 
of the induction and enrichment conditions of a periplasmic fraction containing scFv-
10D8, it was demonstrated that the recombinant protein is able to recognize the 
same proteins identified by mAb-10D8. The mammalian cell invasion assay using 
periplasmic or purified fraction of scFv10D8 and an unrelated scFv was performed. 
The results show a specific and dose-dependent reduction in the infection rate of 
cells exposed to metacyclic trypomastigote forms preincubated with scFv-10D8. In 
view of the presented results, it is believed that the scFv-10D8 can be used in the 
paratransgênese in the vector insect avoiding dissemination of infective forms. 
Furthermore, in this work, the light and heavy chain IgG variable regions of 
hybridomas expressing mAb 2B10 (anti-TcGP35 / 50), and mAb 3F6 (anti-TcGP82) 
were sequenced and assembled as scFv. The synthesis and production of these new 
scFvs increase the possibilities of using these molecules alone or combined with 
scFv-10D8, associated or not with effector molecules (eg lithic peptides to the 
parasite) to control the parasite in the insect. 
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A doença de Chagas, causada pelo protozoário hemoflagelado Trypanosoma 
cruzi, é considerada uma doença negligenciada que afeta cerca de 8 milhões de 
pessoas no mundo todo sendo a maioria na América Latina (WHO, 2018). No Brasil 
o levantamento obtido em 2010 mostrou que esse número é um pouco mais de 1 
milhão de pessoas infectadas (Brazilian Consensus on Chagas Disease, 2015). A 
infecção por esse protozoário acontece por meio dos dejetos contendo as formas 
infectivas presentes no inseto vetor hematófago (hospedeiro invertebrado) 
conhecido popularmente como barbeiro (família Reduviidae) para o mamífero 
(hospedeiro vertebrado). Outras formas de infecção podem acontecer via acidentes 
de laboratório, transfusão de sangue, transmissão vertical, sexual e oral (NÓBREGA 
et al., 2009; ARAÚJO et al., 2017; RIOS et al., 2018). 
Pessoas infectadas apresentam uma fase aguda que pode ser assintomática 
e evoluir para a fase crônica com complicações cardíacas, digestivas ou mistas 
(30% dos indivíduos infectados). As drogas disponíveis para tratamento 
(Benznidazol e Nifurtimox) possuem resultado mais satisfatório no início da infecção 
sendo a eficácia questionável na fase crônica da doença e apresentando diversos 
efeitos colaterais graves e tratamento prolongado. Além disso, existem estudos 
mostrando cepas de T. cruzi que apresentam resistência aos medicamentos 
comumente utilizados (RASSI E LUQUETTI, 1992; FILARDI E BRENER 1987). 
Diante deste cenário se faz necessário o desenvolvimento de novas 
abordagens terapêuticas no tratamento da doença de Chagas como o 
desenvolvimento de vacinas e novas formas de tratamento que aumente sua 
eficiência em eliminar o parasito diminuindo os efeitos colaterais. Além disso, o 
desenvolvimento de estratégias moleculares que visem interferir com a transmissão 
vetorial em regiões de alta transmissão é uma alternativa importante. Os anticorpos 
monoclonais (mAb) constituem moléculas interessantes que tem sido usado em 
terapias de doenças não infecciosas (câncer) e infecciosas (vírus do dengue) 
dependendo de sua origem (murina ou humana) e de seu alvo. Além disso, os mAbs 
podem ser utilizados em ferramentas para detecção de antígenos de patógenos. 
Apesar de toda potencialidade e capacidade de produção de forma ilimitada dos 





Uma alternativa ao uso de mAb, é desenvolvimento de anticorpos 
recombinantes que mantém a especificidade e afinidade a um custo bem mais baixo. 
Um dos formatos mais comuns de anticorpos recombinantes é o scFv (single-chain 
variable fragment) em que apenas as regiões que incluem as porções variáveis da 
cadeia leve e da pesada são expressas na forma de molécula única, ou seja, uma 
proteína de fusão que mantém a capacidade de interação com o antígeno original. 
Este cenário nos impulsionou a desenvolver/engenheirar moléculas ligantes 
baseadas em mAb que interagem com a superfície de Trypanosoma cruzi e que 
tenham capacidade de interferir no ciclo de vida do parasito, ou seja, moléculas 
ligantes que alvejem a superfície podem interferir com a interação parasito-
hospedeiro (vertebrado ou invertebrado). Tais moléculas poderão ser utilizadas em 






2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
2.1. DOENÇA DE CHAGAS 
 
A doença de Chagas ou também conhecida por tripanossomíase americana é 
causada pelo protozoário flagelado que parasita o sangue e os tecidos de 
vertebrados, Trypanosoma cruzi (CHAGAS, 1909). Esse parasito pertence à ordem 
Kinetoplastida e família Trypanosomatidae que engloba outros protozoários como o 
Trypanosoma brucei e Leishmania spp. Juntos, esses parasitos e entre outros 
constituem as doenças negligenciadas. Estima-se que 8 milhões de pessoas 
estejam afetadas com a doença e se faz presente em 21 países da América Latina 
(WHO, 2018). Contudo devido às migrações tem afetado diversas regiões do globo, 
como Europa e Estados Unidos (STRASEN et al., 2014; TANOWITZ et al., 2011; 
COURA E VIÑAS 2010). Estima-se que mais de 10 mil pessoas morram todos os 
anos de manifestações clínicas da doença de Chagas, e mais de 25 milhões de 
pessoas correm o risco de adquirir a doença (WHO, 2018). 
No Brasil houve alteração da situação da doença de Chagas, através de 
mudanças nas ações e estratégias de vigilância prevenção e controle por meio da 
adoção de um novo modelo de vigilância epidemiológica. Em função dessas ações o 
Brasil recebeu em 2006 o Certificado Internacional pela Interrupção da Transmissão 
da doença de Chagas pelo Triatoma infestans (principal vetor responsável da 
transmissão na época) que na década de 70, se estimava ser responsável por 80% 
das infecções humanas. Porém apesar de controlado a transmissão vetorial, 
acredita-se que haja no Brasil, atualmente, pelo menos um milhão de pessoas 
infectadas por T. cruzi. (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2018). Ainda existe os casos de 
surtos por transmissão oral, vetorial domiciliar sem colonização e vetorial 
extradomiciliar, principalmente na Amazônia Legal. Entre os anos de 2007 e 2016 
foram registrados casos confirmados da doença em vários estados brasileiros tendo 
em média 200 casos anuais, sendo a região Norte do país, a responsável pelo maior 
número de casos. As principais formas prováveis de transmissão no Brasil foram por 
transmissão oral cerca de 69% dos casos devido aos surtos. Além disso, 9% por 
transmissão vetorial e em 21% não foi identificada a forma de transmissão 





A transmissão vetorial da doença ocorre principalmente pelo inseto vetor da 
ordem Hemiptera, família Reduvidae e subfamília Triatominae, sendo os gêneros 
Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus, também conhecidos popularmente como 
barbeiro. A transmissão acontece durante ou após a picada em que os insetos 
eliminam seus dejetos no hospedeiro vertebrado após o repasto sanguíneo 
eliminando em suas fezes as formas tripomastigotas metacíclicas e que penetram 
pelo orifício da picada ou por solução de continuidade deixada pelo ato de coçar. Há 
ainda outras formas de transmissão da doença como por exemplo pela ingestão de 
alimentos contaminados com ocorrência de surtos episódicos, transfusões 
sanguíneas, devido a migração de indivíduos infectados para centros urbanos, 
transplante de órgãos, transmissão congênita em que muitos bebês tem morte 
prematura e ainda não se sabe qual a influência da doença e acidentes laboratoriais 
em menor número (MONCAYO E SILVEIRA, 2009; SCHOFIELD, 2000). 
A doença se apresenta em três fases, a aguda, a indeterminada e a crônica. 
A fase aguda pode passar despercebida pois os sintomas que apresentam são 
inespecíficos e podem ser confundidos com outras doenças. A fase aguda é definida 
como o período durante o qual os parasitos podem ser encontrados facilmente no 
sangue. A gravidade da infecção depende também de outros fatores, entre os quais 
a virulência do parasito e a suscetibilidade do paciente afetado. Este pode entrar em 
uma fase de latência ou indeterminada em que não apresenta sintomas importantes 
e pode durar vários anos. Muitos dos pacientes que se encontram nessa fase 
desconhecem sua real condição de portador da doença e isso leva a transmitir os 
poucos parasitos presentes na circulação por diversos mecanismos, e essa 
condição pode durar o resto de suas vidas. Uma pequena parcela da população de 
infectados (~30%) que se encontram nessa fase podem evoluir para a fase crônica 
durante a qual se identifica sintomas cardíacos (miocardite grave) com aumento do 
volume do coração ou do trato digestivo. Muitos pacientes chegam a essa fase sem 
o devido tratamento, estima-se que apenas 0,5% da população receba o tratamento 
adequado, o qual se torna muito comprometido e pode ser fatal (DIAS, 2006; RASSI 
et al., 2000). 
Outra situação que exige atenção são casos de co-infecção T. cruzi e HIV e o 





Nesses casos os receptores portadores da doença de Chagas são submetidos a 
imunosupressão constante e isso faz com que ocorram casos de reativação da 
doença de Chagas crônica. Estudos mostraram que a doença de Chagas poderia ter 
comportamento oportunista em indivíduos soropositivo em fase avançada (ALMEIDA 
et al., 2009, ROCHA et al., 2006).   
Em pacientes com co-infecção T.cruzi/HIV a reativação da doença aparece de 
forma grave e ocorre em 79% dos casos no sistema nervoso central e em 25% afeta 
o miocárdio (SARTORI et al., 1995, FERREIRA et al., 1997, GALHARDO et al., 
1999). Podem acometer outros órgãos como trato gastrointestinal, pericárdio 
(SARTORI et al., 1999). Os casos de reativação da doença estão associados a alta 
taxa de mortalidade, pois os indivíduos acometidos vão a óbito antes ou durante o 
tratamento (FERREIRA et al., 1997, SARTORI et al. 2007, RIVERA et al., 2004). 
O tratamento da doença de Chagas se restringe apenas em duas drogas 
atualmente disponíveis, o nifurtimox e o benzonidazol. Esses medicamentos 
utilizados logo no início da infecção impedem complicações crônicas, porém a 
eficácia de ambos medicamentos na fase crônica é muito questionada. As principais 
limitações das drogas são a necessidade de tempos longos de tratamento e diversos 
efeitos colaterais como toxidez ao sistema nervoso central, leucopenia, fraqueza 
muscular e dermatite severa, podendo apresentar também efeito carcinogênico 
(ALSFORD et al., 2013). Foi encontrado também falhas terapêuticas provavelmente 
relacionado a sensibilidade aos medicamentos que as populações de parasitos 
podem apresentar na Américas do Sul e Central (ANDRADE et al., 1996; PONTES 
et al., 2010).  
 
2.2. BIOLOGIA DO Trypanosoma cruzi 
 
Uma das formas de transmissão da doença se dá através das excretas dos 
triatomíneos (barbeiro). Durante o repasto sanguíneo esses insetos defecam 
eliminando formas infectantes, tripomastigotas metacíclicas, em seus dejetos (fezes 
e urina) e essas formas podem penetrar na pele por solução de continuidade como 
coçar o local da picada. As formas infectivas podem invadir uma variedade de 
células de mamíferos in vivo e in vitro incluindo fibroblastos, células epiteliais, 





mononuclear. Dentro dessas células, ocorre redução drástica do flagelo e passam a 
ser denominadas amastigotas, que se multiplicam por divisão binária em ciclos de 
12 horas até que a célula hospedeira fique completamente tomada por parasitos (DE 
SOUZA, 2002). Nesse momento as amastigotas se transformam novamente em 
tripomastigotas e quando a célula se rompe as formas tripomastigotas estão livres e 
deslocam para infectar novas células hospedeiras se disseminando pela corrente 
sanguínea. 
Os triatomíneos ao se alimentarem de sangue de indivíduos ou animais 
infectados podem ingerir as formas tripomastigotas, e essas formas são convertidas 
em epimastigotas no tubo digestivo do inseto vetor. As epimastigotas são formas 
replicativas (divisão binária) e quando chegam na porção terminal do intestino (reto) 
se transformam em tripomastigotas metacíclicas, que são formas altamente móveis 
e infectivas que estão presentes nas excretas do vetor completando o ciclo (FIGURA 
1). 
A forma amastigota, é um estágio intracelular replicativo que está presente na 
fase crônica da doença. A forma epimastigota é encontrada no tubo digestivo do 
vetor e não é infectante para os vertebrados. Possui flagelo e membrana ondulante. 
E as formas tripomastigotas, fase extracelular, que circula no sangue. As 
tripomastigotas sanguíneas e a forma presente no sangue do hospedeiro mamífero 
e é o estágio que o inseto pode se infectar. E as formas tripomastigotas metacíclicas 
são formas encontradas no dejeto do inseto vetor. Apresenta flagelo e membrana 
ondulante em toda a extensão lateral do parasito. Esse estágio evolutivo está 
presente na fase aguda da doença, constituindo a forma infectante para os 
vertebrados (DE SOUZA, 2002). 
Este parasito possui o cinetoplasto que é uma organela citoplasmática 
presente nos tripanosomatídeos, que se assemelha estrutural e funcionalmente a 
única mitocôndria que existe. Está relacionado ao fornecimento de energia para a 
movimentação do flagelo. Além disso possui microtúbulos subpeliculares associados 
a membrana plasmática conferindo rigidez ao protozoário (DE SOUZA, 2002) 







FIGURA 1: Ciclo biológico do Trypanosoma cruzi 
 
FONTE: STUART et al., 2008. 
NOTA: O inseto triatomíneo infectado ao sugar o sangue do mamífero libera pelas fezes formas 
tripomastigotas metacíclicas próximo ao local da picada. Estas formas adentram o organismo 
hospedeiro pela lesão ocasionada pela picada do barbeiro ou por mucosas intactas, como a 
conjuntiva 1. Dentro do mamífero, as tripomastigotas metacíclicas invadem as células próximas ao 
local de incursão, onde se diferenciam em formas amastigotas 2. As amastigotas se multiplicam por 
fissão binária 3. e diferenciam-se em formas tripomastigotas e são então liberadas na corrente 
sanguínea como tripomastigotas sanguíneas 4. Estas formas infectam diversos tecidos e 
transformam-se em amastigotas intracelulares, nos locais de infecção. As manifestações clínicas 
podem ser resultado deste ciclo infectivo. As formas tripomastigotas sanguíneas não se replicam 
diferentemente de T. brucei. A replicação ocorre somente quando o parasito adentra uma célula ou é 
ingerido pelo inseto. O hospedeiro invertebrado contamina-se ao sugar sangue de mamíferos que 
contenham parasitas circulantes 5. As formas tripomastigotas ingeridas diferenciam-se em 
epimastigotas no intestino médio do inseto 6. Os parasitos multiplicam-se no intestino médio 7. e 
diferenciam-se em formas tripomastigotas metacíclicas (infectantes) no intestino posterior 8. O 
parasito T.  cruzi também pode ser transmitido por transfusões sanguíneas, transplante de órgãos, 








FIGURA 2: Representação esquemática das estruturas da forma epimastigota. 
 
FONTE: Souza, 2008. 
NOTA: Modelo esquemático visualizado por microscopia eletrônica de transmissão de organelas 
presentes na forma evolutiva epimastigota de T. cruzi. 
 
 
T. cruzi apresenta uma grande variabilidade de populações que tem sido 
evidenciadas por diversas técnicas moleculares, como análise do DNA do 
cinetoplasto (MOREL et al., 1980), DNA fingerprinting (MACEDO et al., 1992), DNA 
polimórfico amplificado randomicamente – RAPD (TIBAYRENC et al., 1993, 
STEINDEL et al., 1993), análise de DNA mitocondrial (FREITAS et al., 2006) entre 
outras. Características fenotípicas e genotípicas foram empregadas para dividir as 
espécies do parasito em duas grandes linhagens (T. cruzi I e T. cruzi II) 
(ANONYMOUS, 1999). A recomendação do Segundo Encontro Satélite para 
atualização das linhagens de T. cruzi designa que cepas do parasito devem ser 
referidas com DTU (Discrete typing units – Unidades de Tipagens Distintas) de TcI a 







Tabela 1: Nomenclatura das DTU de T. cruzi de acordo com Zingales et al. 2009. 
DTU Abreviação Equivalência do T. cruzi pelas antigas 
denominações 
T. cruzi I TcI  T. cruzi Ia,b e DTU Ic 
T. cruzi II TcII T. cruzi IIa e DTU IIbc 
T. cruzi III TcIII Z3/Z1 ASATd, Z3-Ae, DTU IIcc e T. cruzi IIIf 
T. cruzi IV TcIV Z3d, Z3-Be e DTU IIac 
T. cruzi V TcV Boliviano Z2d, rDNA 1/2g, clone 39h e DTU IIdc 
T. cruzi VI TcVI Paraguaio Z2i, Zimodema Bj e DTU IIec 
a: Anonymous 1999; b: Falla et al. 2009; c: Brisse et al. 2000; d: Miles et al. 1981; DTU: 
unidades de tipagem distintas; e: Mendonça et al. 2002; f: Freitas et al. 2006; g: Souto et al. 
1996; h: Tibayrenc e Ayala 1991; i: Chapman et al. 1984; j: Carneiro et al. 1990. 
 
Com a nova classificação do T. cruzi em grupos foi observado possíveis 
correlações entre a cepa infectante e características imunológicas, epidemiológicas 
e patológicas da doença (ZINGALES et al., 2009). 
Já foi visto em outros trabalhos as diferenças existentes entre cepas do 
parasito como tropismo tecidual, cepas mais infectivas, nível de parasitismo 
sanguíneo e também variabilidade biológica em estudos de susceptibilidade a 
drogas, em que autores (ANDRADE et al., 1985, 1992; TOLEDO et al., 2003) 
observaram diferenças entre a resistência aos quimioterápicos em que cepas do 
grupo T. cruzi I apresentaram um grau mais elevado de resistência em relação ao 
grupo T. cruzi II. Pacheco e Brito (1999) demonstraram que o parasito pode ter 
grande capacidade de adaptação ao ambiente que se encontra podendo o parasito 
ser composto de populações geneticamente heterogêneas (TIBAYRENC E AYALA, 
1988). 
O parasito possui uma bicamada lipídica que separa o meio intracelular do 
meio extracelular atuando de forma altamente seletiva. A membrana plasmática 
possui várias proteínas em sua superfície sendo composta principalmente de 
proteínas, fosfolipídeos (fosfatidilcolina fosfatidiletanolamina e fosfatidilinositol) e 
glicocálice. Esse glicocálice é constituído pelos carboidratos que está projetado para 
fora da célula e que está associado com proteínas e lipídeos, formando as 
glicoproteínas e glicolipídeos, essas estruturas estão envolvidas com a 





são distribuídos em diferentes quantidades entre as formas evolutivas do parasito 
(PREVIATO et al., 2004; BUSCAGLIA et al., 2006). 
T. cruzi possui glicoconjugados em sua superfície que contém um domínio 
carboidrato que sugere relação com a virulência do parasito. O glicoconjugado mais 
abundante do T. cruzi é a sialoglicoproteínas (semelhantes a mucinas). As 
glicoproteínas, glicolipídeos e âncoras glicosilfosfatidilinositol (GPI) possuem 
carboidratos em sua estrutura e que recobrem a superfície da célula, sendo o 
carboidrato considerado um mediador para a interação entre o parasito e a célula. 
Além disso esses carboidratos podem ser úteis para a utilização como marcadores 
para diagnósticos específicos, vacinas, quimioterapias e estudo de mecanismos de 
evasão do sistema imune (SCHENKMAN et al., 1993; ACOSTA-SERRANO et al., 
2001; YOSHIDA et al., 1990). 
 
 
2.3. INTERAÇÃO Trypanosoma cruzi – CÉLULA HOSPEDEIRA 
 
Após a entrada do T. cruzi no hospedeiro vertebrado as formas 
tripomastigotas metacíclicas podem infectar vários tipos celulares, como fibroblastos, 
macrófagos e células epiteliais, essas são as principais devido ao seu local de 
inoculação (TYLER E ENGMAN, 2001). O parasito utiliza de várias etapas para 
invadir a célula hospedeira, como adesão, sinalização e invasão. Inicialmente 
acontece a adesão do parasita à superfície da célula e todas as formas evolutivas do 
parasito se aderem variando o grau de adesão de acordo com a cepa. A 
complexidade das etapas difere entre os estágios infectivos do parasito 
(tripomastigotas metacíclicos ou sanguíneas) pois seus repertórios de moléculas são 
diferentes bem como o tipo de célula alvo (YOSHIDA E CORTEZ, 2008). A adesão 
ocorre devido a um processo de reconhecimento celular entre glicoproteínas e 
proteínas presentes na superfície do parasito e da célula hospedeira (DE PABLOS 
et al., 2011; DE PABLOS E OSUNA, 2012). Na etapa de invasão da célula alvo 
diversas moléculas na superfície da membranas de formas infectivas são recrutadas 
além de proteases e sinalizadores são utilizados para interagir com as vias de 
sinalização e penetrar na célula hospedeira (BURLEIGH E WOOLSEY, 2002), ou 





disparam um cascata de sinalização que induz a liberação de cálcio no meio 
intracelular (MORENO et al., 1994; CALER et al., 2000; SCHARFSTEIN et al., 2000). 
Com o nível de cálcio alterado ocorre a entrada gradual do parasito na célula pois 
acontece um rearranjo de actina (RODRÍGUEZ et al., 1995) acontece também a 
fusão dos lisossomos com a membrana plasmática, formando um vacúolo derivado 
da membrana celular da célula hospedeira (RODRÍGUEZ et al., 1997). Também tem 
descrito na literatura a participação de fosfatases durante a invasão (ARAYA et al., 
2008, GALLO et al., 2011) e liberação de óxido nítrico tanto pela célula hospedeira 
quanto pelo parasito parece estar envolvida com a infecção (CARVALHO et al., 
2012). Outra molécula que está envolvida na interação do parasita com a célula 
hospedeira é a transialidase, que são expressas em formas tripomastigotas e 
ancoradas por glicosilfosfatidilinositol (GPI). Essa molécula de superfície pertence a 
um grupo de familias multigênicas com atividade enzimática e liberada no meio 
extracelular, que variam de 100 a 200 kDa (BARROS et al., 1996). A transialidase 
funciona transferindo os sialoconjugados do hospedeiro para β-galactoses da porção 
n-terminal dos glicoconjugados do parasito, o qual é incapaz de sintetizar ácido 
siálico (PREVIATO et al., 1985). É dentro do vacúolo parasitóforo que os 
tripomastigotas liberam as transialidases que irão remover o ácido siálico da 
membrana do vacúolo e isso faz com que a membrana se torne permeável a ação 
de um peptídeo (TcTox) que tem homologia com o fator 9 do sistema complemento 
humano causando formação de poros levando a ruptura na membrana (ANDREWS 
et al., 1990; LEY et al., 1990; SOUZA et al., 2010). Estudos de invasão de células 
mostraram que formas tripomastigotas de cepas que possuem alta taxa de 
expressão dessa proteína, apresentaram melhor capacidade de invasão em relação 
a cepas que possuíam baixa taxa de expressão de transialidases (PRIOLI et al., 
1990; PEREIRA et al., 1996). Esse processo de captação de ácido siálico pelo 
parasito fornece resistência ao sistema complemento humano e pode ser um fator 
indispensável para estabelecimento da infecção (PEREIRA-CHIOCCOLA et al., 
2000).  
As proteínas mais encontradas na superfície do T. cruzi são membros da 
família das transialidases e das mucinas (FIGURA 3). Essas duas famílias de 





estão envolvidas na incorporação do ácido siálico do hospedeiro, que foi transferido 
anteriormente pela atividade das Transialidases (FRASCH, 2000). A supefamília das 
Transialidases foi dividida em quatro grupos (COLLI, 1993; FRASCH, 2000; EL-
SAYED et al., 2005), e são pertencentes do grupo I aquelas que apresentam 
atividade enzimática ativa. O grupo II compreende proteínas com atividade 
enzimática inativa e possui membros como gp85, TSA-1, gp90. Essas proteínas 
ainda são capazes de se ligarem ao ácido siálico e a resíduos de galactose, também 
estão relacionadas com ancoragem a substratos ou a superfícies celulares 
(FRASCH, 2000). O grupo III compõem proteínas que tem atividade regulatória 
sendo envolvida na interrupção das vias do sistema complemento (FREITAS et al., 
2011). O grupo IV possui genes que codificam antígenos de superfície de formas 
tripomastigotas, porém ainda continuam desconhecidos maiores detalhes desse 
grupo (FRASCH, 2000). A glicoproteína gp83 pertence a familia das transialidases e 
é encontrada em todas as cepas de T. cruzi utilizada pelo parasito para aderir e 
invadir células fagocitárias e não fagocitárias, expressa apenas nas formas 
infectantes (VILLALTA et al., 2008). 
A gp82 é outra proteína encontrada na superfície do parasito e está presente 
somente nas formas tripomastigotas metacíclicas. Possui oligossacarídeos N-ligados 
e ancorada na membrana por GPI (RAMIREZ et al., 1993). Acredita-se que a porção 
glicídica da proteína não esteja envolvida na invasão e seu sítio de adesão esteja no 
domínio central da molécula (SANTORI et al., 1996; MANQUE et al., 2000). A 
proteína faz com que dispare a via de sinalização de cálcio na célula hospedeira 
quando acontece a adesão do parasito além de possuírem as proteínas quinases e 
as fosfolipases ativas. Esta molécula também intervém na fosforilação proteica no 
resíduo de tirosina, necessário para a invasão (YOSHIDA, 2006; FAVORETO et al., 
1998). Em estudos com infecção in vivo com formas metacíclicas inoculadas 
oralmente em camundongo, mostraram que o parasito tem capacidade de invadir o 
epitélio da mucosa gástrica e a gp82 é mediadora desse processo (HOFT et al., 
1996; NEIRA et al., 2003).  
A gp90 também é expressa nas formas tripomastigotas metacíclicas. Ao 
contrário da gp82, essa molécula se liga na célula hospedeira sem induzir a ativação 





glicoproteína às células de mamíferos não ativa essa via de sinalização (RUIZ et al., 
1998). Dados da literatura demostraram que a proteína gp90 é sensível a digestão 
por pepsina isso explica a maior capacidade de invadir células do trato 
gastrointestinal em infecções via oral, devido a proteólise dessa molécula (CORTEZ 
et al., 2006). 
Outro grupo que compõe as proteínas mais abundantes do T. cruzi são as do 
tipo mucinas. Essas proteínas são ancoradas à membrana também por GPI e 
contém em sua composição açucares O-ligados a resíduos de treonina ou serina 
através de uma N-acetilglicosamina (SCHENKMAN et al., 1993). Essas moléculas 
também participam do processo de evasão do sistema imune do hospedeiro 
(BUSCAGLIA et al., 2006). Estão presentes em epimastigotas e tripomastigotas e 
diferem entre si apenas na porção lipídica da âncora GPI e possuem a mesma 
porção glicídica e dependendo da cepa do parasito, as moléculas de mucina contém 
resíduos de galactofuranose e galactopiranose e esses resíduos interagem com as 
células do hospedeiro mamífero (ACOSTA-SERRANO et al., 1995; YOSHIDA et al., 
1989). Além disso elas também são aceptores de ácido siálico transferidos de 
glicoconjugados do hospedeiro na reação pela transialidase (YOSHIDA, 2006).  
Dentre as proteinas do tipo mucinas, detaca-se a gp35/50, que está presente 
abundantemente na superfície de formas tripomastigotas metacíclicas de diferentes 
cepas de T. cruzi e participa do processo de invasão da célula (TEIXEIRA e 
YOSHIDA, 1986). A gp35/50 desencadeia a cascata de sinalização que mobiliza 
cálcio intracelular no parasito e na célula alvo (RUIZ et al., 1998). Porém menos 
eficiente que gp82 na invasão celular pois mobiliza menos sinalização de cálcio. O 
cálcio necessário à invasão celular é liberado pelos acidocalcissomos, organela com 
capacidade de transportar prótons e cálcio (DOCAMPO et al., 1995 revisto por 
DOCAMPO et al., 2005; revisto por De SOUZA, 2008). Essas moléculas 
aparentemente medeiam a invasão pelo recrutamento de filamentos de actina que 
pode estar associado com ativação de adenilil ciclase, que gera AMPc. A 
internalização do parasito parece ocorrer por dependência do citoesqueleto da célula 








FIGURA 3: Representação esquemática das moléculas de superfície presentes em um 
tripomastigota metacíclico de Trypanosoma cruzi interagindo com receptores de uma célula 
hospedeira. 
FONTE: BARRIAS et al., 2013. 
NOTA: Tripomastigotas apresentam uma multiplicidade de moléculas envolvidas no processo de 
interação com células de mamíferos, sendo o reconhecimento receptor-ligante essencial para a 
entrada deste patógeno intracelular obrigatório. Na superfície do T. cruzi se encontra gp35/50, gp85, 
gp82, gp90 entre outras. Na figura se observa uma transialidase captando ácido siálico da célula 
hospedeira. 
 
O parasito possui outras proteínas de superfície que podem estar envolvidas 
com a invasão do parasito na célula hospedeira. Uma delas são as proteínas de 
superfície associadas à mucina (MASP). Essas moléculas formam uma das famílias 
mais amplas de genes presentes do parasito e recebe esse nome pois seus genes 
estão associados na grande maioria das vezes aos genes que codificam para 
mucinas (EL-SAYED et al., 2005a; BARTHOLOMEU et al., 2009).  Essa família é a 
segunda maior do T. cruzi e a primeira em diversidade de sequência entre seus 





genoma do parasito. Ensaios de imunofluorescência mostraram que uma pequena 
parte de parasitos expressam na sua superfície, membros contendo um determinado 
peptídeo que está presente em um subgrupo da proteína e isso levanta a hipótese 
que a expressão na população de parasitos é heterogênea (BARTHOLOMEU et al., 
2009). Foram descritas em formas tripomastigotas e tripomastigota metacíclicas (DE 
PABLOS et al., 2011) e caracteriza por apresentar uma região central altamente 
variável e repetitiva rica em resíduos de treonina e serina e dominios N e C terminais 
altamente conservados, que correspondem a um peptídeo sinal e um sítio de adição 
a âncora de GPI (FIGURA 4), respectivamente. Este padrão sugere uma possível 
localização na superfície do parasito (BARTHOLOMEU et al., 2009). Sua função 
ainda não foi elucidada, mas por suas características de variabilidade de sequência, 
localização na superfície acredita-se que possa desempenhar papel na interação do 
parasito com a célula hospedeira. Foi também demonstrado que um membro da 
família (MASP52) é capaz de induzir a endocitose em células não fagocitárias (DE 
PABLOS et al., 2011) e com isso sugere-se que as MASP poderiam estar envolvidas 
com processos de adesão, infecção e sobrevivência na célula hospedeira. MASP 
também poderia estar envolvida com a evasão do sistema imune do hospedeiro. 
Proteínas que expressam peptídeos repetitivos se utilizam desse mecanismo, e a 
infecção pelo T. cruzi induz a produção de anticorpos contra várias proteínas 
contendo sequências repetitivas. A expressão conjunta de membros de famílias 
multigênicas como MASP e transialidases poderiam construir o mecanismo de 
evasão da resposta imune HOFT et al., 1989; ATWOOD et al. 2005; EL SAYED et 









FIGURA 4: Características da proteína MASP 
 





NOTA: Representação esquemática da estrutura e variabilidade apresentada pela proteína MASP. O 
MEMEalgorithm (versão 3.0) foi usado para identificar motivos compartilhados por membros da 
família MASP. Os números relativos em cada um dos subgrupos definidos são representados como 
um histograma à direita. Os domínios conservados N e C terminal e a região variável central estão 
indicados no topo da figura. Como os padrões de comprimento variável causam lacunas e são 
divididos por MEMEinto em dois ou mais motivos separados, o domínio conservado no C terminal de 
MASP é representado por dois motivos separados por resíduos de leucina e valina repetidos de 
forma variável. As seqüências de consenso do motivo são numeradas em ordem decrescente de 
significância estatística e codificadas por cores. Extraído e adaptado de El Sayed et al., 2005. 
 
 
As manifestações clínicas que encontramos no paciente portador da doença 
de Chagas ocorre devido a resposta imune elaborada pelo hospedeiro contra o 
parasito. Para cada fase da infecção acontece uma resposta imune específica com 
células e citocinas tentando eliminar o protozoário. No início da infecção 
experimental são observados eventos ocorridos pela imunidade inata do hospedeiro 
e posterior uma resposta específica que combina a participação de células T CD4+ e 
T CD8+, produção de anticorpos, indução de citocinas por várias populações de 
linfócitos e a ativação de macrófagos (GARG et al., 1997). Na infecção inicial ocorre 
um aumento significativo no soro de citocina Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF-α), 
Interferon-gama (IFN-γ) e de óxido nítrico (NO) e em seguida seus níveis são 
altamente reduzidos (TARLETON, 2007). Além disso, células da imunidade inata 
como macrófagos e células dendríticas agem detectando e eliminando o parasito. 
Estas células desempenham vários papéis como apresentadoras de antígeno 
capazes de desencadear uma resposta imune adaptativa. O sistema imune inato 
também tem o papel de reconhecer as células não hematopoiéticas infectadas que 
representa um dos alvos do T. cruzi (TARLETON, 2007). As células NK também 
estão presentes na imunidade inata, limitando o crescimento parasitário e 
desenvolvendo a imunidade adquirida (SCOTT e TRINCHIERI, 1995). A invasão de 
macrófagos, leva à secreção de IL-12, que ativa as células NK a produzirem IFN-g 
(ALIBERTI et al., 1996) que age sobre os macrófagos para sua atividade microbicida 
(GAZZINELI et al., 1992). Na infecção aguda há ativação de linfócitos B com 
produção elevada de imunoglobulinas. O aparecimento de anticorpos específicos 
está relacionado com a queda da parasitemia (NORRIS et al., 1994). Trabalhos tem 
demostrado a existência de anticorpos que estão associados com um estado de 
proteção do hospedeiro, que agem em formas vivas do parasito induzindo a lise por 





T. cruzi por ter um ciclo de vida que permite se adaptar a diferentes 
ambientes seja o inseto vetor ou no hospedeiro mamífero desenvolveu diversos 
mecanismos que pudesse sobreviver nesses ambientes e continuar se 
multiplicando, como a expressão de moléculas em sua superfície que interfira na 
ativação das vias clássica e alternativa do Complemento (OUAISSI et al., 2005; 
DOSREIS, 2011). O parasito ainda possui outros métodos de evasão da resposta 
imune como a renovação de moléculas de sua superfície através de vias endocíticas 
fazendo com que o parasito consiga se livrar de anticorpos aderidos a sua 
membrana como ocorre para a proteína de superfície variante (VSG) de T. brucei 
(STERNBERG, 2004; RUSSO et al., 1994). Há também a liberação de 
imunocomplexos ligados à membrana mediada por clivagem de glicoproteínas 
ancoradas através de âncoras de GPI, mediada por fosfolipases. 
Existem alguns trabalhos mostrando a produção de mAb que reconheçam as 
proteínas de superfície do T. cruzi. Já foi demostrado a produção de mAbs para 
proteínas de superfície, entre elas proteínas do tipo mucina como a gp35/50 
reconhecido pelo mAb 10D8 e 2B10 (YOSHIDA, 2006). Experimentos utilizando o 
mAb 10D8 em ensaios de western blotting, contra extratos totais de tripomastigotas 
metacíclicos de diferentes cepas, mostraram um perfil de duas bandas 
correspondente a proteína testada (MORTARA et al., 1992). A utilização de mAb-
10D8 diminuiu a infectividade em camundongos por formas metacíclicas que foram 
pré-tratadas com o anticorpo monoclonal ou fragmentos Fab (YOSHIDA et al., 
1989), indicando que a ligação do desse mAb reduzir a infecção por formas 
metacíclicas do parasito no hospedeiro. Esses resultados reforçam que os 
anticorpos podem ser uma alternativa a ser explorada para o bloqueio ou redução da 
infecção pelo T. cruzi.  
 
2.4. ANTICORPOS RECOMBINANTES E SUAS APLICAÇÕES 
 
Os anticorpos constituem uma importante ferramenta que visa a neutralização 
e a eliminação de antígenos. O hospedeiro vertebrado sintetiza e secreta uma ampla 
diversidade de anticorpos com elevado grau de afinidade e especificidade a uma 





essas características, os anticorpos vêm sendo empregados como ferramentas para 
o desenvolvimento de kits diagnósticos, pesquisas biotecnológicas em imunoterapia 
e em drug-delivery (VINCKE E MUYLDERMANS, 2012). 
Após os avanços de produção de anticorpos monoclonais (mAb) através do 
hibridoma por Köhler e Milstein (1975), os métodos e estratégias para a produção 
evoluíram muito, trazendo para esse campo a manipulação genética. Sendo suas 
principais características, especificidade, homogeneidade e produção em larga 
escala. A produção de mAb envolve a fusão de linfócitos B de animais pré 
imunizados com o antígeno de interesse, e células neoplásicas em crescimento 
(mieloma múltiplo). A fusão do linfócito B com as células do mieloma dá origem as 
células chamadas de hibridomas (KÖHLER E MILSTEIN, 1975). Com a relativa 
facilidade de manipulação e o aumento de informações a respeito de sua estrutura e 
função aliada a versatilidade de construção de configuração do sitio de ligação ao 
antígeno fizeram as imunoglobulinas elevar seu valor econômico e se tornarem 
modelo de estudo para gerar imunoderivados com ação farmacológica e de 
interação molecular (FILPULA, 2007; MARASCO E SUI, 2007). Mesmo a tecnologia 
do hibridoma permitindo a produção de mAb, que interagem com um único epítopo, 
diferentemente dos anticorpos policlonais que interagem com diversos, o tempo de 
produção e custos elevados limitam o uso dessa técnica (CABILLY et al., 1984). 
Outro problema enfrentado é a aplicação clínica, pois mAb podem apresentar 
dificuldade de penetração no tecido, reações adversas a proteína de origem não 
humana, em que a imunogenicidade de anticorpos murinho estimulam uma resposta 
humoral no indivíduo levando a produção de anticorpos humanos anticamundongo – 
HAMA (Human Anti-Mouse Antibody) (ZHANG et al., 2009; DE MARCO, 2011). Para 
tentar contornar essa situação, uma possibilidade seria a humanização dos 
anticorpos pela fusão de regiões variáveis das cadeias leve e pesada de anticorpo 
de camundongo com domínios constantes da imunoglobulina humana ou pela 
inserção das CDRs murinas em cadeias variáveis humanas para aumentar a 
efetividade e segurança da imunoterapia (MORAIS et al., 2014). 
Com o avanço das técnicas de DNA recombinante permitiu desenvolver 
moléculas recombinantes de anticorpos artificiais que tem comportamento 





fragmentos polipeptídicos que mantém o sítio de ligação ao antígeno. Esses 
anticorpos recombinantes podem ser expressos como fragmentos Fab (HUST et al., 
2007), fragmentos Fv cujos domínios são unidos por forças não covalentes 
(SKERRA E PLÜCKTHUN, 1988), e também mais comumente produzida e utilizada 
o fragmento de cadeia única das regiões variáveis do anticorpo (scFv) com cerca de 
25 kDa e suas cadeias leve e pesada são unidas por um peptídeo flexível conector 
(BRÍGIDO E MARANHÃO, 2002) (FIGURA 5).  
Outra evolução é a de produção de anticorpos recombinantes em sistema 
procarioto, a utilização de vetores que permitem a secreção de anticorpos expressos 
no periplasma, ambiente oxidante que ajuda na correta formação das pontes 
dissulfeto contribuindo para o correto enovelamento da proteína além de conseguir 
produzir em grande quantidade e de forma homogênea (SKERRA E PLÜCKTHUN, 
1988; BETTER et al., 1998). Esse formato de scFv apresenta vantagens como 
manter o sitio de ligação ao antígeno, tamanho da mólecula reduzido comparado ao 
convencional. Em estudos clínicos apresenta melhor penetração, depuração 
plasmática mais rápida, menor retenção em tecidos não alvos e menor 
imunogenicidade (RENARD et al., 1997; ADAMS et al., 1998 AHMAD et al., 2012). 
Outras alternativas utilizando o scFv como referência de anticorpos de tamanho 
reduzido é para a produção de anticorpos com a mesma especificidade fusionados 
formando moléculas bivalentes ou multivalentes (KIM et al., 2008; PEREZ et al., 
2006) e moléculas de especificidade diferentes foram fusionados em moléculas 








FIGURA 5: Diferentes estruturas compostas por fragmentos de anticorpos. 
 
FONTE:http://creativebiolabscd.blogspot.com/2015/06/bivalent-and-bispecific-single-hain.html 
(Acessado em 03/06/2018). 
NOTA: Diferentes modelos de anticorpos mostrando a composição de suas subunidades ao longo 
das cadeias das moléculas. 
 
 
Para a união das cadeias pesada e leve do scFv se faz necessário o uso de um 
peptídeo conector (linker) em que seu comprimento influencia na conformação 
correta da cadeia polipeptídica. O linker deve ter aproximadamente 3,5 nm entre as 
cadeias para que assim haja a formação do sítio de ligação ao antígeno e sua 
composição deve ter uma sequência hidrofílica para evitar a intercalação de 
peptídeo dentro das cadeias variáveis durante o enovelamento da proteína (ARGOS, 
1990), sendo composta mais rotineiramente de resíduos de serina e glicina 
conferindo flexibilidade ao anticorpo (WHITLOW et al., 1993). 
Os fragmentos de anticorpos já são empregados para terapias contra o 
câncer com bons resultados utilizando da vantagem de seu tamanho reduzido para 
penetrar o tumor. Essas moléculas podem ainda serem utilizadas em imunotoxinas 
para a entrega de genes terapêuticos, como reagentes de diagnóstico e detecção. 





carboidratos ou a proteínas fluorescentes (DE WILDT et al., 2000; WANG et al., 
2014). Existe ainda outros tipos de anticorpos que subdividem em três classes, os 
murinos, humanizados e quiméricos. Os anticorpos produzidos em camundongos 
por serem considerados corpos estranhos pelo sistema imune humano podem gerar 
HAMA (produção de anticorpos humanos anti-murino) e isso pode causar rápida 
eliminação sendo o principal problema a reação imunogênica gerada pelo organismo 
devido a presença de moléculas murinas. Utilizando técnicas de biologia molecular e 
a tecnologia do hibridoma desenvolveram meios de humanizar o anticorpo para 
tentar minimizar os problemas de reação imunogênica (ROQUE et al., 2004). Ainda 
tentando minimizar os efeitos do HAMA foram criados anticorpos quiméricos em que 
o anticorpo apresenta a combinação da região variável do anticorpo murinho com a 
região constante do anticorpo humano, porém essas moléculas ainda geraram 
reação imunológica (SANTOS et al., 2006). Para eliminar o máximo de resposta 
imunogênica, os anticorpos humanizados foram desenvolvidos, ou seja, transferir as 
CDRs murinas para cadeias variáveis da estrutura de um anticorpo humano, com 
isso a nova molécula possui afinidade e especificidade para o antígeno alvo mas 
mantendo as características humanas sem perder a atividade biológica de interesse 
(MARANHÃO E BRÍGIDO, 2001). 
Uma alternativa que vem sendo utilizada para algumas doenças é o uso de 
moléculas no formato de nanobodies, que são derivados de anticorpos de 
camelídeos que produzem anticorpos que possuem apenas as cadeias pesadas e 
em que o as regiões de reconhecimento antigênico são formadas somente pelo 
domínio variável da cadeia pesada denominada VHH (HAMERS-CASTERMAN et 
al., 1993). Esses anticorpos são menores que o scFv para a penetração no tecido, 
possuem baixa agregação e baixa imunogenicidade, podendo ser obtidos de 
culturas de microorganismos com bom rendimento e produzindo em alta escala para 
diversas aplicações biotecnológicas (DE GENST et al., 2006; VINCKE et al., 2009). 
Assim como o scFv, os nanobodies podem ser utilizados no tratamento de diversas 
doenças, como por exemplo a doença do Sono causada pelo T. brucei, que foi 
desenvolvido um nanobody contra glicoproteína de superfície variante (VSG) e foi 
observado que esse formato de anticorpo possui atividade citotóxica sem sua parte 





imobilização do parasito, alargamento da bolsa flagelar e bloqueio da endocitose 
(STIJLEMANS et al., 2011). Arias e colaboradores (2014) demostrou que utilizando 
a nanobody com capacidade para ligar, porém incapaz de causar lise no parasito foi 
utilizado como veículo de moléculas tóxicas, em que uma nanopartícula acoplada ao 
anticorpo consegue entrar na célula via endocitose e carregar o farmáco para dentro 
e ter efeito citotóxico. Obishakin e colaboradores (2014) também demostraram o uso 
de nanobodies desenvolvidos contra proteína paraflagelar para diagnóstico de 
alguns tripanosomatídeos que causam a Tripanosomíase Africana e verificaram que 
o anticorpo conseguiu identificar os tripanosomatídeos porém não conseguiram 
diferenciação entre eles.  
Várias doenças que tem transmissão vetorial possui a dificuldade de controle 
e tratamento, muitas delas se baseiam em medicamentos e inseticidas, o problema 
dessas abordagens é a ineficiência que não contribuem para a erradicação da 
doença. Estratégias baseadas em microrganismos estão aumentando sendo um 
meio alternativo para o controle da doença transmitida por vetores. Esses 
microrganismos presentes no vetor possuem características úteis que podem ser 
utilizadas para estratégias de controle como por exemplo a capacidade de 
disseminação através de populações vetoriais (SALDAÑA; HEGDE; HUGHES, 
2017). Foi visto para o Anopheles (vetor da Malária) que a rica microbiota parece ser 
mais resistente a infecções por Plasmodium e que determinadas bactérias podem 
inibir totalmente a formação de formas infectivas, concluindo que essas bactérias 
têm grande influência na transmissão do parasito (CIRIMOTICH et al., 2011; 
BOISSIÈRE et al., 2012).  
A paratransgênese possui algumas condições para sua realização, como a 
relação simbiótica estável entre o microrganismo e o vetor, capacidade do simbionte 
de ser cultivado in vitro e ser modificado geneticamente, a manipulação genética não 
pode afetar o microrganismo nem a capacidade de sobrevivência do vetor, o produto 
inserido no simbionte deve ser secretado para assegurar completa interação com o 
alvo, utilizar uma bactéria adequada que não seja patogênica a humanos e animais 
e formas de introduzir esse microrganismo modificado no campo deve ser idealizado 
(WANG E JACOBS-LORENA, 2013).  Essa técnica apresenta a vantagem que as 
moléculas inseridas e o simbionte (bactéria ou levedura) podem ser trocados caso não 





quando a molécula é secretada do microrganismo modificado para o lúmen do intestino 
e isso permite o alcance das moléculas para o alvo no intestino médio do inseto (WANG 
et al., 2012).  
Já existem trabalhos mostrando a aplicação dessa técnica para doença de 
Chagas, em que se utilizou a bactéria Rhodococcus rhodnii, que coloniza o intestino 
do vetor Rhodnius prolixus, para inserir um scFv com Cecropina A (peptídeo) e 
exibiram atividade inibitória eficaz contra T. cruzi in vivo (DURVASULA et al., 1997, 
1999). Também foi desenvolvido um método para a dispersão dos microrganismos 
recombinantes em populações naturais do inseto vetor, em que as ninfas de 
Rhodnius prolixus adquirem Rhodococcus rhodnii através de fezes contaminada de 
adultos. A coprofagia foi explorada como forma de adição das bactérias manipuladas 
em uma pasta sintética chamada CRUZIGARD que mimetiza as fezes naturais de R. 
prolixus, essa pasta foi atrativa as ninfas com adição de sulfato de amônio 
estimulando a alimentação do inseto e que foi dispersa como gotícula no meio 
ambiente (DURVASULA et al., 1997).  
Apesar de bons resultados utilizando essa técnica para algumas doenças o 
gerenciamento de riscos ambientais são desafios associados a essa metodologia, 
pois não se sabe se simbiontes modificados podem substituir em populações de 
insetos naturais e a instabilidade do DNA introduzido nas bactérias e se os 
microrganismos de alguns insetos são transformados de forma eficaz (VILLEGAS E 
PIMENTA, 2014). 
O diagnóstico e tratamento de diversas enfermidades tem evoluído com o 
passar dos anos, os fragmentos de anticorpos surgiram para aumentar a 
especificidade e efetividade diminuindo agregação menor risco de imunogenicidade 
e aumentando a aplicabilidade para uma gama maior de doenças como as doenças 
negligenciadas como é o caso da doença de Chagas podendo combinar esse 
anticorpos com moléculas líticas ou introduzir em bactérias colonizadoras do 
intestino do inseto barbeiro e também combinar com antiparasitários para um futuro 
próximo tratar o indivíduo infectado 
O scFv-10D8 reconhece tripomastigota metacíclicos podendo ser utilizado 
para o desenvolvimento de estratégias de controle do inseto vetor, como modelos já 
desenvolvidos para Rhodnius prolixus, inserindo o anticorpo no simbionte. Essa 





polímeros, para potencializar os efeitos nocivos no parasito. A paratransgênese é 
um método de controle vetorial que testes preliminares para a doença de Chagas 
mostraram resultados satisfatórios e que ainda se faz necessário mais testes para 
melhor entendimento dos mecanismos de integração do anticorpo e qual simbionte 


































A doença de Chagas é um problema de saúde pública e é considerada uma 
doença negligenciada pela organização mundial da Saúde (WHO). O contato com 
excretas do inseto vetor (Triatomíneo) durante o repasto sanguíneo libera formas 
infectivas (tripomastigotas metacíclicas) que invadem as células do hospedeiro 
mamífero. O benzonidazol é o medicamento de escolha para o tratamento da 
doença de Chagas, porém causa diversos efeitos colaterais ao paciente e sua 
eficácia é questionada principalmente em casos crônicos. As proteínas de superfície 
do parasito têm potencial para desenvolvimento de novas terapias pois podem 
desempenhar funções importantes na interação parasito com o hospedeiro como 
adesão, manipulação do ambiente. Entre as proteínas de superfície descritas do T. 
cruzi, destacam-se as glicoproteínas que interagem no processo de invasão celular 
e permite o estabelecimento da infecção. As gp35/50 e gp82 são proteínas 
envolvidas no ciclo biológico e são candidatos ao desenvolvimento de estratégias 
terapêuticas, como controle biológico do inseto vetor, uma vez que já foram 
descritos anticorpos monoclonais com capacidade de diminuir a infecção e 
anticorpos em outros formatos (nanobody) apresentaram capacidade lítica. 
A tecnologia dos anticorpos monoclonais apresenta homogeneidade, alta 
especificidade e podem ser produzidos ilimitadamente e demanda um extensivo 
trabalho e tempo. Para manter essas características aliados ainda à produção em 
larga escala com baixo custo, a engenharia genética tem sido utilizada para 
obtenção de anticorpos recombinantes, que permite o desenvolvimento de 
construções que mantenham ou aperfeiçoem as propriedades funcionais de um 
anticorpo. Entre as construções que podem ser feitas baseadas em anticorpos o 
fragmento variável de cadeia única (single-chain variable fragment - scFv) é o menor 
fragmento de anticorpo que ainda retém a capacidade de se combinar com o 
antígeno (KHANTASUP et al., 2015). 
Com isso, propõe-se a produção e caraterização funcional de anticorpos 
recombinantes anti-T. cruzi com potencial para bloqueio do ciclo de vida ou 
diminuição da infecção. Caso esses anticorpos recombinantes não tenham potencial 
para interferir com o ciclo estes poderão ser utilizados como ferramentas de biologia 





4. OBJETIVO GERAL 
 
Desenvolver anticorpo recombinante funcional anti-T.cruzi para interferir com o ciclo 





 Parte I – Avaliação do scFv-10D8 quanto a sua eficácia. 
 
 Avaliar a reatividade do scFv no reconhecimento de proteína nativa em 
extrato total de formas tripomastigota metacíclicas do parasito da cepa G em 
ensaios de western blot;  
 Expressar e purificar em larga escala o scFv-10D8; 
 Avaliar o reconhecimento das proteínas de T. cruzi em extratos e parasitos 
intactos em ensaios de western blotting;  
 Expressar scFvs no próprio parasito para atenuação do próprio parasito; 
 Realizar ensaios de bloqueio da invasão por formas metacíclicas em ensaios 
de infecção in vitro; 
 Tentar atenuar a virulência de formas infectivas utilizando a estratégia de 
expressão de intrabodies. 
 
 Parte II – Obtenção de scFvs a partir de hibridomas previamente 
caracterizados 
 







5. MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
5.1. ESTIRPES BACTERIANAS 
 
Utilizamos estirpes de E. coli como Rosetta Gami (uma estirpe derivada da 
Origami™), aumenta a formação das pontes dissulfeto no citoplasma quando as 
proteínas heterólogas são expressas em E. coli e além dessa, optamos por utilizar a 
ArcticExpress (DE3) (derivada de estirpe B) que não possuem a protease Lon, que 
pode degradar proteínas recombinantes, essas cepas são projetadas para serem 
deficientes para uma segunda protease, a proteína OmpT. Apresentam também o 
fenótipo Hte, a presença deste fenótipo aumenta a eficiência de transformação das 
células. O gene que codifica a endonuclease I (endA) foi inativado nesta célula 
inibindo a degradação do DNA plasmidial. E também foi usado a SHuffle® T7 
Express - New England Bio Labs (BESSETTE et al., 1999). Uma célula derivada da 
estirpe B de E. coli modificada para minimizar os problemas de formação de pontes 
dissulfeto e o mau dobramento das proteínas. As redutases no citoplasma de E. coli 
mantém cisteínas na sua forma reduzida, reduzindo assim qualquer ponte dissulfeto 
que possa formar neste compartimento. Essa célula SHuffle tem deleções dos genes 
de redutase glutarredoxina e tioredoxina redutase que permite a formação de pontes 
dissulfeto no citoplasma. Esta combinação de mutações é normalmente letal, mas a 
letalidade é suprimida por uma mutação na enzima peroxiredoxina (New England 
Bio Labs). 
 




Foi utilizado o meio Luria Bertani líquido (LB) ou sólido (LB – Ágar) 
(SAMBROOK et al., 1989) (triptona 1%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 171 mM, pH 
7,0 ou acrescido de 1,5% ágar p/v) para cultivar as estirpes bacterianas sob agitação 
de 170 RPM a temperatura de 37°C e adição de antibiótico de seleção para a 








O cultivo de parasitos da cepa G da espécie Trypanosoma cruzi formas 
epimastigotas, foi mantido em meio líquido LIT completo (Infuso de fígado 0,5%; 
NaCl 75,3 mM; KCl 5,4 mM; glicose 10 mM; bactotriptose 0,5%; Na2HPO4 56,4 mM; 
hemina 0,0025%; extrato de levedura 15 g/L, 1% de solução com Penicilina 10000 U 
e estreptomicina 10000 μg - PenStrep – Sigma, além de 10% de SFB – Cultilab - 




Os vetores plasmidiais utilizados para manipulação, clonagem e expressão 
foram: 
 
TABELA 2: Vetores plasmidiais utilizados e suas principais características 
VETOR CARACTERÍSTICAS REFERÊNCIA 
pTZ57R/T AmpR , Vetor de clonagem método T/A Fermentas 
pGEM-T easy 
Vetor de clonagem possui desoxitimidina (T) e 




 Vetor de clonagem, o vetor pUC57-scFv-10D8 
foi inserida a sequência do gene de interesse no 
vetor pUC57 utilizando os sítios e NcoI e NotI 
GenScript 
pET22b(+) 
Vetor de expressão com promotor T7, adiciona 
sequência pelB líder para direcionar os 
fragmentos para o periplasma, AmpR 
Novagen 
pET22b(+)-scFv-10D8 
Vetor construído através da clonagem do gene do 
scFv-10D8 purificado do pUC57-scFv-10D8 nos 
sítios de NcoI e NotI.  




Vetor de integração ao genoma de T. cruzi e 
expressão da proteína verde fluorescente (GFP)  
DaROCHA et al., 
2004b 
pGAPZ e pGAPZα 
Vetores de Sistema de expressão em leveduras 
com promotor GAP, Zeo R 
Invitrogen 
pET28a Vetor de expressão com operador lac, KanR  Novagen 









5.4. HIBRIDOMA 10D8 
 
O hibridoma secretor do anticorpo monoclonal 10D8 que deu origem ao scFv-
10D8 foi cedido gentilmente pela Prof. Dra. Nobuko Yoshida – UNIFESP. Este 
hibridoma foi obtido pela imunização de camundongos BALB/C com parasitos 
mortos da cepa G de T. cruzi. Os esplenócitos dos camundongos foram fusionados 
com células de plasmacitoma P3U1. Os sobrenadantes de hibridoma foram testados 
por imunofluorescência indireta com parasitos da cepa G utilizados como antígeno. 
Os hibridoma produtores de anticorpos foram clonados duas vezes por diluição 
limitante. 
 
5.5. CONSTRUÇÃO DO scFv-10D8 
 
Para a construção do scFv-10D8 foram necessárias etapas como: de 
extração de RNA do hibridoma 10D8, síntese do cDNA a partir do RNA total do 
hibridoma 10D8, amplificação dos genes da cadeia variável leve e pesada do 
anticorpo monoclonal 10D8 utilizando o protocolo descrito por FIELDS et al., 2013. 
Para a amplificação da cadeia pesada, uma única reação de PCR utilizando os 
iniciadores VhRevU e VhForU foi necessária. Para a amplificação da cadeia leve, o 
iniciador universal VkForU deve ser combinado com outros 9 iniciadores reversos, 
denominados VkRev1–9 para determinar o melhor par para amplificação desta 
cadeia. Cada uma das cadeias amplificadas foi clonada no vetor pGEM-T Easy e 
então sequenciada. Os iniciadores utilizados nas reações de PCR estão descritos na 
TABELA 3. Além disso foram feitos também o sequenciamento dos genes da cadeia 
variável leve e pesada do anticorpo monoclonal 10D8 pelo métodos de Sanger et al. 
(1977) utilizando os iniciadores M13 Forward e M13 Reverse e planejamento e 
síntese do scFv-10D8 pela empresa GenScript que otimizou o gene sintético para 
expressão heteróloga e inseriu entre os genes uma sequência que codifica um 
peptídeo flexível composto pelos aminoácidos serina e glicina. Essa sequência 





Todas essas etapas aqui citadas foram realizadas por SOARES, RJ. 2014 
(Dissertação de Mestrado). 
 
TABELA 3: Iniciadores utilizados para amplificar e sequenciar as cadeias variáveis 
leve e pesada do anticorpo monoclonal 10D8 
Nome Sequência Nota 
 
Para amplificação da cadeia pesada: 
 
VhRevU GAG GTS MAR CTG CAG SAG TCW GG Anela na região Vh e é utilizado para amplificar e sequenciar 
o domínio Vh da IgG. 
VhForU GAC AGT GGA TAR ACM GAT GG  
 
Para amplificação da cadeia leve-k: 
 
VkRev1 GAG GTS MAR CTG CAG SAG TCW GG Anelam nas extremidades da região Vh da cadeia leve-k e 
são utilizados para amplificar e sequenciar a cadeia leve-k. 
 
VkRev2 GAT ATT GTG ATG ACG CAG GCT 
VkRev3 GAT ATT GTG ATA ACC CAG 
VkRev4 GAC ATT GTG CTG ACC CAA TCT 
VkRev5 GAC ATT GTG ATG ACC CAG TCT 
VkRev6 GAT ATT GTG CTA ACT CAG TCT 
VkRev7 GAT ATC CAG ATG ACA CAG ACT 
VkRev8 GAC ATC CAG CTG ACT CAG TCT 
VkRev9 CAA ATT GTT CTC ACC CAG TCT 
VkForU GGA TAC AGT TGG TGC AGC ATC 
 




ATT AAC ACT CAT TCC TGT TGA A Anela na extremidade 3’ da região Cl da cadeia leve-k e é 
utilizado para amplificar e sequenciar o domínio Vl da IgG. 
Fonte: Fields et al 2013 
 
 
5.6. REPRESENTAÇÃO BIDIMENSIONAL E PREDIÇÃO DA ESTRUTURA 
TRIDIMENSIONAL DE ANTICORPOS 
 
As sequências obtidas de aminoácidos das cadeias leve e pesada do mAb-
10D8 foram alinhadas e numeradas de acordo com o padrão IMGT (International 
Imunogenetics Information System - IMGT/DomainGapAlign). Os resultados do 
alinhamento foram utilizados para predição das regiões hipervariáveis (CDRs ou 
local de combinação do anticorpo) e o “colar de pérolas” ou representação 
bidimensional da estrutura foi obtida com a ferramenta IMGT/Collier-de-Perles 
utilizando o resultado da predição das CDRs. A predição da estrutura tridimensional 
foi feita utilizando o Rosetta Web Server (GrayLab at Johns Hopkins University, 
Baltimore, Maryland) (LYSKOV et al., 2013). As estruturas foram visualizadas no 
software PyMol - (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.0 Schrödinger, 
LLC). As moléculas glicídicas (galactopiranose e galactofuranose) que foram 





programa Avogadro (Avogadro: an open-source molecular builder and visualization 
tool. Version 1.2, http://avogadro.cc/) (HANWELL et al., 2012). Os modelos de 
interações entre o scFv-10D8 e as várias moléculas glicídicas (docking), foram 
obtidos utilizando o software Hex Protein Docking 8.0 (GHOORAH et al., 2013) 
seguindo as recomendações do manual do desenvolvedor para refinamento dos 
resultados, uma vez que sabemos onde se encontra o sitio de ligação não 
necessitando do programa procurar na molécula inteira. Os prováveis aminoácidos 
que participam da ligação no sítio de interação e o grau de confiabilidade dessa 
predição foram observadas utilizando o programa IntFOLD Integrated Protein 
Structure and Function Prediction Server (MCGUFFIN et al., 2015). 
 
5.7. ENSAIO DE RESTRIÇÃO ENZIMÁTICA DO DNA 
 
Os plasmídeos usados neste trabalho foram submetidos a ensaios de 
restrição enzimática com enzimas de interesse seguindo as recomendações 
descritas do catálogo do fabricante (Fermentas). 
 
5.8. ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE 
 
Os procedimentos de eletroforese em gel de agarose seguiram descrição de 
Sambrook et al. (1989), utilizando-se tampão TBE 1X (Tris-borato 40 mM; EDTA 1 
mM, pH 8,3). As amostras de DNA foram misturadas a 5 μL de tampão de amostra 
para DNA (azul de bromofenol 0,8%, ficol 10%, xileno cianol 0,4%, SDS 1%, EDTA 
1,8 mM) com posterior aplicação nos poços do gel de agarose previamente 
preparado. A corrida eletroforética ocorreu a 80 mV no sistema de eletroforese 
Horizon 58 (Gibco-BRL), o gel foi tratado em solução de brometo de etídio (0,5 
μg/mL) por 15 minutos. A revelação do gel ocorreu sob incidência de luz ultravioleta 
em transiluminador EC3 System – UVP Biolmaging Systems (UVP, Inc. Upland, 
CA/USA). 
Para a obtenção de fragmentos de DNA após corrida de eletroforese em gel 







5.9. LIGAÇÃO DE FRAGMENTOS DE DNA 
 
Para a ligação dos fragmentos de DNA (vetores e insertos) foram utilizados 
100 ng do DNA do vetor previamente linearizado e razão molar de 5:1 do DNA do 
inserto em relação ao vetor, em reação contendo 10% de tampão de enzima T4 
ligase e 1% de enzima T4 ligase (Fermentas), incubados a 16ºC durante a noite. 
 
5.10. PREPARAÇÃO DE CÉLULAS DE E. coli COMPETENTES E 
TRANSFORMAÇÃO 
 
 As células competentes das cepas de E. coli ArcticExpress foram preparadas 
como descrito abaixo. Uma colônia isolada foi inoculada em 5 mL de meio LB e 
incubada a 37°C sob agitação de 160 RPM por 12 horas. Após este período 5 mL da 
pré-cultura foi transferido para 10 mL de meio LB com subsequente incubação a 
37°C sob agitação de 160 RPM até atingir OD600 0,3 – 0,4. As bactérias foram 
coletadas por centrifugação refrigerada (4°C) por 10 minutos a 5031 g (Eppendorf 
Centriguge 5804 R) e ressuspendidas em 10 mL de CaCl2 gelado e mantidas em 
gelo durante 30 minutos. Novamente a suspensão foi centrifugada sob refrigeração 
(4°C) por 10 minutos a 3220 g (Eppendorf Centriguge 5804 R) e a este sedimento 
adicionou-se 2 mL de CaCl2 (85 mM em glicerol 15% p/v) estéril e refrigerado, com 
subsequente distribuição em alíquotas de 100 μL que foram mantidas em freezer a -
80°C. 
As alíquotas de células competentes foram mantidas em gelo e a cada tubo 
contendo o DNA a ser transformado foi adicionado 2 μL de XL10-Gold β-
mercaptoetanol diluído 1:10 para aumentar a eficiência da transformação. Em 
seguida os tubos foram mantidos em gelo por 10 minutos e homogeneizados a cada 
2 minutos. Foi adicionado volumes de 1-4 μL de reação de ligação ou do plasmídeo 
desejado e novamente incubado no gelo por 30 minutos. Após este tempo, 
procedeu-se um choque térmico nas bactérias, as quais do gelo passaram a banho-
maria a 37°C por 20 segundos e posteriormente voltaram ao gelo por 2 minutos. A 
recuperação das células ocorreu adicionando-se 900 μL de meio SOC (meio SOB 





subsequente plaqueamento em meio LB sólido, contendo antibiótico apropriado, e 
incubação a 37°C por um período de 16-24 horas. 
 
5.11. OBTENÇÃO DE DNA PLASMIDIAL 
 
As colônias de bactérias crescidas em meio líquido, foram incubadas por 12 
horas e em seguida direcionadas ao isolamento do DNA plasmidial segundo método 
de lise alcalina modificado (SAMBROOK et al., 1989), com exclusão da etapa de 
extração com fenol e clorofórmio. Quatro mililitros de cultura crescida foram 
centrifugadas a 21913 g durante 1 minuto, descartando-se o sobrenadante e 
suspendendo as células em 250 μL de solução P1 (Glicose 55 mM, Tris-HCl 25 mM 
e EDTA 10 mM). Em seguida foram adicionados 250 μL de solução P2 (SDS 1% e 
NaOH 0,2 M), homogeneizando-se gentilmente a amostra com posterior adição de 
solução P3 (60 ml de KOAc 5 M em 11,5 ml de ácido acético glacial e 28,5 ml de 
água), seguida de nova homogeneização e centrifugação a 21913 g por 25 minutos. 
O resíduo insolúvel foi descartado, enquanto os ácidos nucléicos presentes no 
sobrenadante foram precipitados com igual volume de isopropanol (~750μL), e 
levados à centrifugação a 21913 g por 20 minutos, descartando-se, em seguida o 
sobrenadante. Após ser lavado com etanol 70% (v/v) e seco, o sedimento foi 
dissolvido em TE (Tris-HCl 10 mM pH 8,0; EDTA 1 mM) contendo RNAse a 10 
μg/μL. A quantificação do DNA extraído das amostras foram feitas em 
espectrofotômetro NANODROP 2000 (Thermo Scientific) em comprimento de onda 
na faixa de 260 nm. 
 
5.12. EXPRESSÃO DO scFv-10D8 
 
As culturas de bactérias ArcticExpress, selecionadas de placas 
transformadas, foram cultivadas em 5 mL em meio LB com gentamicina 20 μg/mL 
durante a noite sob agitação de 160 RPM a 37°C. No dia seguinte, foram feitos 
repiques de 1:50 em 100 mL em meio LB sem antibiótico e incubado sob agitação 
de 160 RPM a 30°C por 3 horas. Após esse período, transferiu a cultura para 
temperatura de 13°C sob agitação de 160 RPM e nesse momento foi adicionado a 





agitador por 24 horas. Ao fim desse período e as células coletadas por centrifugação 
para extração dos conteúdos periplasmático e citoplasmático.  
 
5.13. EXTRAÇÃO DO CONTEÚDO PERIPLASMÁTICO E 
CITOPLASMÁTICO DE BACTÉRIAS QUE EXPRESSAM O scFv-10D8 
 
Cada 100 mL de cultura de bactérias coletadas após a expressão foram 
ressuspendidos em 1 mL de tampão TSE (TRIS-HCl 50 mM, pH 8; EDTA 40 mM, pH 
8; sucrose 0.75 M) e incubados à 4°C por 10 minutos. Em seguida, para cada 100 ml 
de cultura inicial, foram adicionados 1,5 mL de tampão TSE diluído 1:4 causando 
choque osmótico nas células, e novamente incubado a 4°C por 30 minutos. As 
suspensões foram centrifugadas a 3220 g por 30 minutos e o sobrenadante 
referente ao periplasma recuperado e separado do sedimento. Os sedimentos foram 
suspendidos em PBS no mesmo volume inicial de cultura e destinado a lise celular 
utilizando o sonicador (10 pulsos de 1 minuto com pausa de 30 segundos). As 
suspensões foram centrifugadas a 3220 g por 30 minutos e o sobrenadante 
referente ao citoplasma recuperado e separado do sedimento. Após a extração do 
conteúdo periplasmático, a amostra foi dialisada contra PBS 1X, para a retirada do 
excesso de sacarose do reagente usado para extração do periplasma, em 
membrana para diálise de 10 kDa de tamanho de poro sob agitação em câmara fria 
por 24 horas. Após esse período a amostra foi retirada da membrana de diálise e 
condicionada em balão volumétrico para seu congelamento instantâneo e seguir a 
realização da liofilização desse material por aproximadamente 48 horas. As 
amostras foram então dialisadas novamente após a liofilização da mesma forma 
descrita acima contra PBS 1X para que fosse equilibrado a concentração deste sal.  
As amostras preparadas foram purificadas por cromatografia de afinidade 
contendo metal imobilizado utilizando a coluna His-Trap HP de 5 mL  (GE 
Healthcare). As condições de uso consistiam em equilibrar a coluna com 5 volumes 
de coluna com tampão de equilíbrio (tampão fosfato e imidazol 10 mM em pH 7,4) 
para em seguida aplicar o extrato protéico induzido por IPTG. A amostra foi aplicada 
na coluna em fluxo de 1 mL/min para possibilitar a interação das proteínas 
expressas contendo cauda de histidina presentes no extrato total com os metais 





utilizados para eluir a fração não ligante e a amostra de interesse, a matriz 
cromatográfica, foi eluída em tampão de equilíbrio em gradiente de 0-500 mM de 
imidazol. Após o procedimento de purificação foi utilizado filtros amicon de 10 kDa 
(Millipore) na amostra de interesse para retirar o excesso de imidazol. As amostras 
tanto da fração ligante como da fração não ligante foram coletadas para análise em 
gel de eletroforese em poliacrilamida a 12% e por Western Blotting. 
 
5.14. VISUALIZAÇÃO DE PROTEÍNAS POR PESO MOLECULAR POR 
SDS-PAGE E COLORAÇÃO DE GEL  
 
As amostras purificadas foram submetidas a dosagem por BSA (100 ng, 250 
ng, 500 ng 750 ng e 1μg) contendo quantidade conhecida de proteínas foi 
adicionado a igual volume de tampão de amostra (glicerol 10%, DTT 5 mM, SDS 
2,3%, Tris-HCl pH 6,8, 62,5 mM), fervidas por 5 minutos e aplicadas no gel. Os géis 
de 12% de poliacrilamida contendo SDS (SAMBROOK et al., 1989) foram 
submetidos a uma corrente de 80 volts em sistema de eletroforese Mini-PROTEAN 
Tetra System (BIO-RAD). Os géis foram incubados em uma solução de Azul de 
Comassie 0,1% em solução de metanol 55% e ácido acético 22,5% por 3 h, seguido 
de descoramento em solução de metanol 30% e ácido acético 10%.  
 
5.15. WESTERN BLOTTING DO PERFIL DE EXPRESSÃO E 
REATIVIDADE DO scFv-10D8 COM EXTRATOS PROTÉICOS TOTAIS DE 
PARASITOS 
 
Após a eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS 12%, as amostras foram 
transferidas para membranas de PVDF (GE Healthcare), também por eletroforese a 
10 Volts durante 40 minutos em tampão de transferência (Tris base 25 mM, glicina 
192 mM, metanol 20%), utilizando o aparelho de transferência semi-úmido. Após a 
transferência, a membrana foi corada com corante de Ponceau (Ponceau S 26 mM, 
ácido acético 5%) e depois bloqueada com PBS-T (Na2HPO4 25 mM; NaH2PO4 10 
mM; Tween 20 0,3%) suplementado com 5% de leite em pó desnatado, sob leve 
agitação em temperatura ambiente, durante 1h. Feito o bloqueio, procedeu-se a três 





Para analisar o perfil de reconhecimento do mAb-10D8, foram aplicados em 
cada canaleta os extratos proteicos totais de 2x106 parasitos de cultura da cepa G 
em fase logarítmica de crescimento (formas epimastigotas).  A membrana foi 
incubada com o mAb-10D8, gentilmente cedido pela Dra. Nobuko Yoshida, na 
diluição 1:1000 por uma hora, seguida de 3 lavagens de 5 minutos com tampão 
PBS-T. Em seguida a membrana foi incubada com o anticorpo secundário anti-
camundongo conjugado à horseradish peroxidase (HRP) na diluição 1:5000 por uma 
hora, seguido de 3 lavagens de 5 minutos com tampão PBS-T e duas lavagens de 5 
minutos com tampão PBS.  
Para a análise de expressão do scFv-10D8 em E. coli foram aplicados 
extratos proteicos totais de cultivos de E. coli expressando o scFv-10D8 
ressuspendidos em tampão de amostra de forma proporcional considerando-se a 
densidade óptica da cultura. A membrana foi incubada com o anticorpo primário anti-
histidina (Bio-Rad) na diluição 1:3000 por uma hora, seguida de 3 lavagens de 5 
minutos com tampão PBS-T. Em seguida a membrana foi incubada com o anticorpo 
secundário anti-camundongo conjugado à HRP na diluição 1:5000 por uma hora, 
seguido de 3 lavagens de 5 minutos com tampão PBS-T e duas lavagens de 5 
minutos com tampão PBS. 
Para testar a funcionalidade do scFv-10D8 expresso em E. coli, foram aplicados 
em cada canaleta os extratos proteicos totais de 2x106 parasitos da cepa G (formas 
epimastigotas). A membrana foi incubada com frações periplasmáticas e 
citoplasmáticas obtidas da expressão do scFv-10D8, seguido de 3 lavagens de 5 
minutos com tampão PBS-T. Em seguida a membrana foi incubada com o anticorpo 
secundário anti-His (Bio-Rad) na diluição 1:3000 por uma hora, seguida de 3 
lavagens de 5 minutos com tampão PBS-T. Em seguida a membrana foi incubada 
com o anticorpo anti-camundongo conjugado à HRP na diluição 1:5000 por uma 
hora, seguido de 3 lavagens de 5 minutos com tampão PBS-T e duas lavagens de 5 
minutos com tampão PBS. A detecção do sinal foi feita com o kit ECL Prime Western 






5.16. ENSAIO DE INVASÃO DE CÉLULAS DE MAMÍFEROS (LLC-MK2) 
COM TRIPOMASTIGOTAS METACÍCLICOS PURIFICADOS DE CEPA G 
DE T. cruzi 
 
Para realizar esse ensaio, formas epimastigotas de parasitos de cepa G foram 
expandidos em meio LIT a 28°C até atingirem a densidade de 1x107 parasitos/mL 
em 10 mL. Em seguida foram transferidos para um recipiente maior para que 
atingissem entre 5 a 7x107 em 100 mL. Após esse período os parasitos foram 
centrifugados a 5000 RPM por 5 minutos e retirado o sobrenadante e o sedimento 
ressuspendido em 2 mL de meio TAU (Triatomine Artificial Urine) por 2h a 28°C e 
em seguida adicionado 98 mL de meio TAU3AAG (meio TAU suplementado com 10 
mM de glicose, 2 mM de ácido aspártico, 50 mM de ácido glutâmico e 10 mM de 
prolina) (Contreras et al., 1988). As culturas foram mantidas por 7 dias a 28°C para 
que aproximadamente 80% dos parasitos se diferenciassem em formas 
tripomastigotas metacíclicos. Após o tempo de diferenciação os parasitos foram 
purificados utilizando colunas de aproximadamente 4mL de DEAE-celulose e com lã 
de vidro em sua base e os parasitos foram eluídos com PBSG 1X (glicose 2%) e 
colhidos frações de 1 mL. Essas frações foram analisadas quanto as formas do 
parasito e contadas.  
Em paralelo, foram cultivadas células de mamíferos (LLC-MK2 – células de 
rim de macaco) em meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute medium) (Gibco) 
suplementado com 10% de SFB (Cultilab) a 37°C com 5% de CO2 até atingirem 80% 
de confluência e após, foram passadas para placas de 24 poços onde foram 
cultivadas 1x107 células por poço sob lamínulas de vidro circular de 13 mm (Knitel) e 
deixadas a 37°C com 5% de CO2 até o uso.  
Para o ensaio de ligação do anticorpo ao parasito foram utilizados 1x107 
tripomastigotas metacíclicos purificados e incubados com diferentes quantidades do 
scFv-10D8 (250ng e 2500ng) em volume de final de incubação de 300μL por 2 horas 
em temperatura ambiente. Em seguida foram centrifugados a 3500 RPM por 5 
minutos retirado o sobrenadante e o sedimento lavado uma vez com PBS 1X estéril 
para retirar os anticorpos que não ligaram, retirou-se o sobrenadante novamente e o 





Para o ensaio de infecção de células de mamíferos, a monocamada de 
células previamente cultivada em placa foi lavada uma vez com RPMI sem soro e 
adicionado os parasitos pré-tratados em contato com as células LLC-MK2 por 2 
horas a 37°C com 5% de CO2 para que ocorra a infecção. Ficando em uma razão de 
100 parasitos para 1 célula.  
Após o período de invasão, o meio de cultura foi removido e as células foram 
lavadas com PBS 1X estéril. As lamínulas contendo as células foram fixadas com 
solução de Bouin por 10 minutos, lavadas em seguida com água e adicionado etanol 
70% por 10 minutos novamente seguido de lavagem com água e coradas por 
Giemsa 1:10 por 40 minutos. Em seguida, as lamínulas foram lavadas com água e 
passadas por um processo de desidratação com xilol (30%, 50% e 100%) e acetona 
(30%, 50% e 100%) e secadas a temperatura ambiente. As lamínulas foram 
montadas sob lâminas de vidro com Entelan. Esse experimento foi feito em triplicata. 
Para análise do ensaio de invasão, as lâminas prontas foram levadas no 
scanner de lâminas (motorized Axio Imager Z2 microscope - Carl Zeiss, Jena, DE – 
equipado com automated scanning VSlide Metasystems, Altlussheim, DE) e a partir 
das imagens obtidas foi feita uma contagem a cega de pelo menos 300 células 
escolhidas randomicamente e o número de células infectadas foram determinadas e 
a porcentagem de células infectadas calculada. 
 
5.17. CONSTRUÇÃO E EXPRESSÃO DO PLASMÍDEO pET32a-10D8 
 
Esse vetor foi construído com o intuito de expressar o scFv-10D8 de forma 
citoplasmática e ficaria em fusão com a tag de tiorredoxina A, que ajuda no 
enovelamento da proteína favorecendo sua solubilidade. A construção foi feita 
digerindo o vetor e o inserto com as enzimas de restrição BglII e XhoI. A ligação foi 
feita no termociclador a 16°C overnight e o produto da ligação foi transformado na 
estirpe Rosetta de E. coli (FIGURA 6). Com as colônias obtidas foi feito o teste de 
indução da expressão do pET32a-scFv10D8 com 1% de glicose adicionado ao pré-







FIGURA 6: Modelo esquemático da construção do plasmídeo pET32::scFv10D8 
FONTE: o autor (2018) 




5.18. PRODUÇÃO DE scFv-10D8 NO FORMATO DE intrabody 
 
Um scFv passa a ser um intrabody quando este é produzido pela célula que 
expressa o seu alvo, a fim de neutralizá-lo. Nesse sentido, um anticorpo pode ser 
expresso intracelularmente e/ou direcionado para um local específico, como 
compartimentos celulares, tais como: núcleo, retículo endoplasmático, membrana 
plasmática, mitocôndria, entre outros. A interação do intrabody com o alvo poderá 
resultar na modulação ou inibição das funções do antígeno. Desta forma, decidimos 
expressar o scFv-10D8 em formas epimastigotas de forma direcionada a via 
secretória, ou seja, a via seguida pelas proteínas de membrana assim como 
gp35/50. A construção foi feita digerindo o vetor de expressão em tripanosomatídeos 
pTREX Ama40::GFP_Neo através de restrição enzimática para retirar a sequência 
de Ama40, em seguida foi tratado com alcalino fosfatase para receber o peptídeo 
sinal (SP-BiP) previamente amplificado com primers específicos e o produto digerido 
com enzimas de restrição (SpeI e XbaI). Após a ligação e transformação, colônias 
foram analisadas para confirmação da estrutura esperada. A outra construção 
utilizando também restrição enzimática (XbaI e BglII) do produto de PCR do 
scFv10D8-6xHis foi feita para incorporação no vetor pTREX SPBiP::GFP_Neo. A 
ligação e transformação também foram feitas e confirmadas para a estrutura 
desenhada (FIGURA 7). Com as construções já prontas foram transfectadas no 
parasito da cepa G e selecionadas com antibiótico G418 (análogo a Neomicina). 
Foram feitas avaliações da presença da construção no parasito através de 






         
 
FIGURA 7: Construção e expressão do intrabody 
FONTE: o autor (2018). 








6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 
A partir do hibridoma que expressa o anticorpo mAb-10D8 foi extraído RNA 
total e então obtido o cDNA que foi utilizado em diversas reações de PCR para 
amplificação das porções variáveis pesada e leve de IgG2b anti-gp35/50 do mAb-
10D8, seguindo as condições de amplificação descritas por Fields et al., (2013). 
Soares RJ (2014) confirmou por análise das amostras em gel de agarose o tamanho 
esperado para cadeia leve (350 pb) e para cadeia pesada (400 pb) confirmando que 
os tamanhos encontrados dos produtos de PCR são compatíveis com o esperado 
(FIELDS et al., 2013). Também foi feita a clonagem (pGEM-T Easy) e a análise de 
uma possível cadeia variável kappa aberrante (cadeia afuncional que possui 
mutação que introduz um códon de parada prematuro) (DUAN E POMERANTZ, 
1994) que não foi encontrada nos fragmentos amplificados do cDNA. Os dados do 
sequenciamento foram utilizados para a montagem do scFv-10D8 in silico e as 
cadeias variáveis foram organizadas na configuração Vh-linker-Vl, a qual é mais 
comumente utilizada. Esse formato de scFv foi submetido a síntese pela empresa 
GenScript que otimizou os códons para expressão em E. coli levando em 
consideração a tabela de códons usuais desta espécie (SOARES, RJ, 2014 – 
Dissertação de Mestrado). 
 
6.1. ANÁLISE IN SILICO DO scFv-10D8: IDENTIFICAÇÃO DO POSSÍVEL 
SÍTIO DE ACOPLAMENTO DO ANTICORPO À gp35/50 
 
A sequência deduzida de aminoácidos do scFv-1D8 reanalizada comparando-
a e alinhado-a com sequências do banco de dados do IMGT e analisadas com a 
ferramenta Collier-de-Perles, que permite ao usuário analisar e obter a 
representação gráfica 2D de domínios variáveis de imunoglobulinas além da 
representação das cadeias pesada e leve do anticorpo (FIGURA 8). A sequência de 
aminoácidos do scFv-10D8 também foi analisada utilizando o Rosetta Web Server, 
dada uma sequência fasta simples da proteína, o programa realiza uma predição de 
estrutura baseada em homologia. Esses dados foram visualizados com o uso do 
PyMol Software, e a estrutura 3D adquirida é similar a outros scFvs descritos na 





pelas porções CDRs (regiões determinantes de complementariedade) e pontes 
dissulfeto formada pelos resíduos de cisteína.  
O resultado fornecido pelo IMGT/Collier-de-Perles mostra a construção de 
cada cadeia (VH-linker-VL) do anticorpo monomérico em uma representação gráfica 
2D. Os aminoácidos nas posições de ancoragem são mostrados em quadrados, os 
círculos tracejados indicam lacunas para um melhor alinhamento e os círculos azuis 
indicam posições conservadas de aminoácidos. Em cada cadeia, o conjunto de 
cores mostrado indica as CDRs do anticorpo. Os dados observados com o uso desta 
ferramenta em conjunto com a estrutura tridimensional obtida são semelhantes aos 
outros scFvs descritos na literatura. É possível observar a formação do sítio de 
ligação ao antígeno pelas CDRs e as ligações dissulfeto de cisteína conservadas, 
que auxiliam no correto enovelamento e estabilização da estrutura, sugerindo que 
este anticorpo recombinante seja funcional. 
A diferença estrutural entre a gp35/50 de T. cruzi grupo I e outros grupos é a 
presença de resíduos de galactofuranose na porção glicídica. Uma vez que ocorre 
reconhecimento diferencial pelo anticorpo monoclonal 10D8 das gp35/50 expressos 
por parasitos do grupo I em relação aos demais grupos, é provável que esses 
resíduos de galactofuranose participem do processo de interação entre anticorpo e 
antígeno (YOSHIDA, 2006). Segundo Acosta-Serrano et al. (1995), os resíduos de 
galactopiranose e de galactofuranose da mucina gp35/50 são ligados a resíduos de 
n-acetilglucosamina pelos carbonos 4 e 6 desta molécula, respectivamente. Testes 
iniciais de acoplamento in silico foram realizados entre o scFv-10D8 e alguns 
arranjos de porções glicídicas descritos em gp35/50 desses parasitos (ACOSTA-
SERRANO et al., 1995) (FIGURA 9A, B e C). A interação mais estável entre todas 
as moléculas testadas foi β-D-galactofuranose (1 → 4) n-acetilglucosamina [Galf (β1 
→ 4) Nac] para o local de ligação ao antígeno de scFv-10D8 (TABELA 4: Tabela). As 
interações entre os scFv-10D8 e os dados das moléculas glicídicas indicam que 
parece ter maior afinidade para os oligossacarídeos contendo resíduos de 
galactofuranose, o que é compatível com a composição de gp35/50 e com o epítopo 
de mAb-10D8 (DE LEDERKREMER AND COLLI, 1995; GOLGHER et al., 1993; 





















































































































































































































































































Como a análise in silico reforçou seu potencial para alvejar gp35/50, 
sugerindo que a montagem das cadeias variáveis como planejada no formato 
monomérico VH-linker-VL (onde o linker é um peptídeo flexível composto por serinas 
e glicinas) é funcional. Os resultados obtidos a partir do acoplamento in silico do 
anticorpo mostraram várias interações que foram previstas, no entanto, algumas 
estavam em regiões que seriam espacialmente inacessíveis ou inexistentes no 
anticorpo monoclonal, como era o caso do espaço entre o ligante e as cadeias 
pesadas e leves do scFv-10D8. Comparando as previsões de acoplamento com 
estudos similares, os resultados indicam boa estabilidade de ligação entre o scFv-
10D8 e os ligantes testados (MATHEW e RAJ, 2009; PATEL et al., 2012; 
KALADHAR et al., 2011). A interação entre o sítio de ligação do scFv-10D8 ao 
antígeno β-D-galactofuranose (1 → 4) n-acetilglucosamina [Galf (β1 → 4) Nac] foi a 
mais estável entre todas as moléculas testadas (FIGURA 10). É importante notar 
que havia duas outras ligações mais estáveis para o Galf (β1 → 4) Nac, no entanto, 
estas ocorreram no espaço entre o ligante e as cadeias pesadas do scFv-10D8. Se 
esta interação existir in vivo, pode ser devido a outros resíduos presentes na 
molécula nativa do anticorpo que foram aqui imitados pela sequência de 
aminoácidos de ligação. Os dados das interações entre scFv-10D8 e moléculas 
glicídicas indicam que o mAb-10D8 parece ter afinidade para oligossacarídeos 
contendo resíduos de galactofuranose e reforça os dados da literatura sobre a 
composição estrutural de gp35/50.  
As estruturas apresentadas por Mendonça-Previato et al. (2013) mostra as 
diferentes montagens das estruturas glicídicas nas diferentes cepas. Observamos 
que, para a cepa G do T. cruzi, nem todos os ensaios de acoplamento dessas 
moléculas geraram resultados satisfatórios, pois estruturas com mais moléculas de 
galactopiranose bloquearam o espaço físico para acessar a galactofuranose e isso 
diminuiu a energia de interação. Estes dados correspondentes às análises in silico 
precisam ser validados por experimentos de bancada utilizando moléculas sintéticas 
e anticorpos purificados. Cabe ressaltar que as mesmas análises utilizando um scFv 























FIGURA 9: Estrutura 3D do scFv-10D8 
 
FONTE: o autor (2018). 
NOTA: A. mostra o local potencial de interação entre o scFv-10D8 e o seu ligante, a β-D-
galactofuranose (1-4) n-acetilglucosamina. Modelo obtido in silico com a interação mais estável entre 
as duas moléculas usando o software Hex 8.0. A β-D-galactofuranose (1-4) n-acetilglucosamina é 
representada pelo modelo de esferas e bastões, enquanto scFv-10D8 é representado pelo modelo de 
superfície para melhor visualização do local de ligação ao antígeno. B. Representa o scFv-10D8 no 
formato VH-linker-VL destacando as hélices α e a folha β. Em amarelo são mostrados os resíduos de 
cisteína e as ligações dissulfeto que são críticas para a estrutura do anticorpo. Na figura C mostram o 
aminoácido treonina ligado à estrutura e também mostrando que este aminoácido é livre para 
possibilitar outras ligações do restante da molécula. Na estrutura da β-D-galactofuranose (1-4) n-
acetilglucosamina, em rosa: N-acetilglucosamina, em amarelo: β-D-galactofuranose (1-4), em verde: 
β-D-galactopiranose (1- 6) em azul claro: resíduo do aminoácido treonina. 
 
TABELA 4: Tabela de energias de acoplamento in silico entre moléculas de glicose e 
scFv-10D8 
 












1º -224.8 -234.7   -212.2 -216.4 
2º -223.0 -232.5   -203.6 -188.2 
3º -214.2 -220.4   -198.5 -180.5 
4º -207.4 -219.2   -194.9 -176.0 
5º -204.5 -210.5   -191.5 -172.2 





7º -198.7 -210.0   -186.4 -166.4 
8º -198.4 -208.8   -184.1 -164.0 
9º -196.8 -208.1   -181.9 -161.6 
10º -194.9 -207.9   -180.1 -159.7 
11º -193.6 -206.9   -177.9 -157.8 
12º -193.6 -203.1   -175.9 -156.0 
13º -193.2 -203.1   -173.9 -154.5 
14º -193.0 -202.8   -172.3 -152.7 
15º -193.0 -202.8   -170.6 -151.3 
16º -192.3 -201.5   -169.0 -149.9 
17º -192.3 -201.3   -167.2 -148.5 
18º -192.1 -201.2   -165.7 -147.2 
19º -190.6 -200.3   -164.0 -145.9 
20º -188.2 -199.9   -162.4 -144.7 
 
OBS: Coluna de docking: 1-20 Possibilidade de acoplamento in silico realizado pelo Hex Protein 
Docking 8.0. Coluna Substituída por Galp: Substituição de -D-galactofuranose por -D-
galactopiranose. Coluna sem Galf: -D-galactofuranose removida da estrutura. Galp: -D-
galactopiranose; Galf: -D-galactofuranose; Nac: n-acetilglucosamina; ( 1 → 6) - ligação 1-6; ( 1 → 
4) - ligação 1-4. Retângulos verdes correspondem aos donckings que melhor apresentaram energia 
de interação com a estrutura química avaliada e com treonina livre. As moléculas foram construídas 
de acordo com a representação esquemática de Acosta Serrano et al. (1995).   
 
 
          
 
FIGURA 10: Predição de aminoácidos participantes do acoplamento 
 
FONTE: o autor (2018). 
NOTA: A figura mostra os aminoácidos potenciais que participam na interação entre o anticorpo e a 







6.2. EXPRESSÃO DO scFv-10D8 RECOMBINANTE PARA AVALIAÇÃO DO 
RECONHECIMENTO  
 
Para testar a funcionalidade de scFv-10D8, foi clonado no vetor de expressão 
pET22b com o objetivo de expressar a proteína de fusão no meio periplasmático 
para assegurar o dobramento adequado do scFv fusionado com a sequência sinal 
pelB na porção N terminal e com cauda de 6xHis na porção C terminal. Utilizando os 
clones obtidos e confirmados através de ArcticExpress foram feitos ensaios de 
indução da expressão pela adição do agente indutor IPTG utilizando o vetor 
pET22b-scFv-10D8.  O produto expresso foi detectado pelo anticorpo anti-histidina e 
foi observado uma banda intensa compatível com o tamanho esperado em extratos 
totais (FIGURA 11A), porém a quantidade de proteína direcionada ao periplasma foi 
muito baixa em comparação às frações total e citoplasmática (FIGURA 11B). 
As frações periplasmáticas e citoplasmáticas obtidas após a expressão de 
scFv-10D8 foram testadas quanto à capacidade de reconhecer glicoproteínas de 
superfície de T. cruzi em ensaios de western blotting. Utilizou-se um extrato proteico 
total de formas epimastigotas de cepa G. Como controle positivo utilizou-se o 
anticorpo monoclonal mAb-10D8 e como controles negativos utilizou-se o extrato de 
periplasma da expressão de um scFv não relacionado (gentilmente cedido pela Prof. 
Dra. Larissa A. Magalhães) e anticorpo monoclonal anti-6xHis sozinho. O scFv-10D8 
extraído do periplasma mostrou comportamento semelhante ao do anticorpo 
monoclonal 10D8, mas o extrato citoplasmático apresentou maior quantidade de 
proteína (FIGURA 11C). Controles negativos não mostraram reatividade às 
proteínas do T. cruzi. 
A expressão scFv foi realizada no vector pET22b+ que permite a inserção da 
sequência líder pelB para endereçar produtos de expressão ao periplasma, que é 
um ambiente propício para a formação das pontes dissulfeto permitindo a 
conformação correta da proteína incluindo scFvs. (OSSYSEK et al., 2015). Os níveis 
de expressão de scFv-10D8 encontrados no periplasma são consistentes com os 
resultados relatados para outros scFvs (AYUB et al., 2012; YUSAKUL et al., 2017; 
LIM et al., 2004; RIPPMAN et al., 1991). Mesmo com este baixo nível de expressão 





de western blotting, confirmando a mesma especificidade descrita para o mAb-10D8 




FIGURA 11: Expressão, solubilidade e reatividade do scFv-10D8 
FONTE: o autor (2018). 
NOTA: A. Western blotting dos extratos obtidos de não induzido (0h) e induzido (4h) de culturas de E. 
coli cepa Rosetta com e sem pET22b-scFv-10D8. B. Células bacterianas foram separadas na fração 
periplasmática, proteínas solúveis citoplasmáticas e não solúveis e foram testadas para o 
reconhecimento do scFv-10D8 por western blotting usando anticorpo anti-6xHis para a detecção. C. 
Imunoblot de extrato de formas epimastigotas marcadas com scFvs e mAbs como anticorpo primário 
e seus controles. O esquema abaixo da figura mostra a sequência de incubação de anticorpos 
usados para detectar sua reatividade.  Anti-6xHis e scFv não relacionado foram usados como 
controles negativos e o mAb-10D8 como controle positivo. 
 
 
6.3. ENSAIO DE INVASÃO EM CÉLULAS DE MAMÍFERO 
 
Para testar se o scFv-10D8 tem efeito de bloqueio ou atenuação na invasão 
do T. cruzi, os tripomastigotas metacíclicos (que também expressam gp35/50) foram 





diferentes diluições e incubados com células de mamíferos. O resultado encontrado 
após contagem diferencial de células infectadas mostrou uma inibição específica da 
invasão em comparação com scFv e mAb não relacionados em diferentes diluições, 
que mostraram uma taxa elevada de infecção de células de mamífero (aprox. 35%). 
Por outro lado, o mAb-10D8 apresentou uma taxa de infecção reduzida quando 
comparado aos controles negativos (~10%) em ambas as diluições. A fração 
periplasmática com scFv-10D8 mostrou uma redução na taxa de infecção à medida 
que a diluição diminuía, ou seja, um comportamento dependente da dose (FIGURA 
12A). Na análise estatística, observamos que, para o scFv não relacionado, todas as 
diluições (1: 2, 1: 5, 1:10 e 1:20) apresentaram diferença estatística entre as 
diluições de scFv-10D8 1: 2, 1: 5 e 1:10 (barra horizontal 1) (FIGURA 12A). 
Para melhorar a caracterização funcional do scFv-10D8 foi realizado o ensaio 
de invasão celular de parasitas pré-tratados. ScFv-10D8 mostrou uma capacidade 
clara para reduzir especificamente a invasão de parasitas, o que é compatível com 
os resultados descritos por AYUB et al., 2012. Neste ponto, a eficiência do scFv para 
bloquear a invasão não pode ser comparada com o mAb-10D8, já que precisamos 
melhorar o protocolo de purificação do scFv-10D8 e uma vez que o scFv é uma 
molécula monovalente e o mAb é divalente. Apesar de não ser capaz de comparar 
mAb-10D8 e scFv, podemos inferir que o anticorpo recombinante mantém a 
capacidade do mAb-10D8 de bloquear a infecção, mesmo sendo uma molécula 
monovalente. 
No teste de invasão do T. cruzi utilizando scFv-10D8 purificado em diferentes 
concentrações (1 ng/μL e 10 ng/μL), para ambas as frações da proteína incubada 
com células de mamíferos observou-se que a infecção também foi atenuada após a 
contagem das células infectadas. Neste ensaio, vemos que a taxa de infecção entre 
as concentrações de scFv-10D8 diminuiu aproximadamente 12% e 7%, 
respectivamente para as frações em comparação com scFv não relacionado nas 
mesmas concentrações e parasitas selvagens (ambos aproximadamente 35%). Na 
análise estatística deste ensaio observou-se que não houve diferença estatística 
entre as diferentes concentrações das frações scFv-10D8 testadas. Para as duas 
concentrações de scFv não relacionado, a análise mostrou diferença entre as 





No ensaio funcional utilizando o scFv-10D8 purificado utilizamos duas 
concentrações da proteína (1 ng/μL e 10 ng/μL) em ambas as concentrações, 
observamos que a proteína apresentou capacidade de reduzir a invasão parasitária 
em células de mamíferos quando comparada ao controle (sem a presença do 
anticorpo). Este resultado foi semelhante ao encontrado no experimento sem a 
proteína purificada. 
Os resultados apresentados por scFv-10D8 nos mostram seu potencial para 
serem utilizados no controle da doença de Chagas em estratégias como a 
paratransgênese, na qual bactérias da flora do inseto são utilizadas para inserir o 
anticorpo através de modificações genéticas para que o efeito da molécula possa 
comprometer a capacidade de transmitir a forma infectante no inseto vetor 
(HURWITZ et al., 2011). Esta estratégia já foi utilizada em alguns estudos, como a 
doença de Chagas, Leishmaniose e Malária, pois esta última doença mostrou-se 
eficiente demonstrando insetos transgênicos capazes de diminuir a quantidade de 
formas infectantes (ISAACS et al., 2012). 
Os resultados obtidos com o scFv-10D8 utilizando o extrato bruto nos mostra 
a capacidade de diminuir a infecção mesmo sendo uma fração que não passou por 
processo de purificação, isso demonstra que essa amostra poderia ser utilizada para 
a paratransgênese como já mostrado para o simbionte R. rhodnii em R. prolixus 
(DURVASULA et al., 1999). Foi visto também a introdução de E. coli expressando 
dsRNA com sucesso para uma proteína de ligação heme e catalase no intestino de 
R. prolixus e que gerou consequências físicas para o vetor induzindo RNAi sistêmico 
(TARACENA et al., 2015). A paratransgênese também tem sido utilizada em moscas 
tsé-tse para manipular Sodalis glossinidius para liberar nanobodies anti-tripanosoma 
no intestino do hospedeiro (DE VOOGHT et al. 2014). Uma questão levantada no 
uso da paratransgênese é em relação a entrega de simbiontes geneticamente 
modificados ao inseto no campo. Porém já existe trabalhos tentando contornar esse 
problema mostrando o uso de sistema de entrega direcionada para bactérias 
manipuladas usando microencapsulação para controlar a disseminação utilizando o 
inseto Homalodisca vitripennis em casos da doença de Pierce em condições de 
campo simulado (ARORA et al., 2015). Os dados demonstrados pelo scFv-10D8 





utilizado para proteínas de superfície de Trypanosoma brucei e tem mostrado 
capacidade lítica nestes parasitas, reduzindo sua população in vitro e in vivo 
(STIJLEMANS et al., 2011). Embora ofereça vantagens como tamanho reduzido em 
relação ao scFv facilitando sua difusão nos tecidos, o nanobody que são anticorpos 
naturais presentes nos camelídeos, apresenta maior dificuldade na humanização. 
Sendo mais provável o desenvolvimento de um anticorpo quimérico e com isso 
perdendo sua vantagem de ser de tamanho reduzido. Por outro lado o scFv 
recombinante, que é sintetizado a partir de um anticorpo monoclonal de origem 
murina, facilita este processo de humanização pois nesse tipo de anticorpo existe a 
possibilidade de substituição de sequências murinas por sequências homólogas 
humanas, sendo mais difundido e gerando uma menor probabilidade de resposta 
imunogênica e sendo o formato mais recomendado para uso em terapias humanas.  
 
A.                                                                      B. 
                 
 
FIGURA 12: Efeito da pré-incubação de tripomastigotas metacíclicos (MT) com scFv-10D8 na 
invasão de células LLC-MK2. 
 
FONTE: o autor (2018). 
NOTA: A. MTs da cepa G de T. cruzi foram pré-incubados com diferentes diluições de frações 
periplasmáticas contendo scFv-10D8, ou scFv não relacionado, por 2 horas. B. MTs da cepa G do T. 
cruzi foram pré-incubadas com diferentes concentrações (250 ng e 2500 ng) para ambas as frações 
de proteína purificada (scFv-10D8) e scFv não relacionado por 2 horas e controle negativo (sem 
presença de anticorpo). As diferenças estatísticas são representadas por letras acima da barra do 
gráfico. Os parasitas foram lavados e incubados com células LLC-MK2 a MOI 100:1. A percentagem 





experimentos independentes. As principais diferenças estatisticamente significativas são indicadas 





FIGURA 13: Imagens obtidas de ensaios de invasão células LLC-MK2 por formas metacíclicas 
pré-incubadas, ou não com scFv-10D8. 
 
FONTE: o autor (2018). 
NOTA: Imagens digitalizadas em um scanner de slides (microscópio motorizado Axio Imager Z2 - 
Carl Zeiss, Jena, DE - equipado com varredura automatizada VSlide Metasystems, Altlussheim, DE) 





Experimento de invasão com a presença de scFv-10D8. 2. Experimento de invasão com a presença 
de scFv não relacionado. 
 
 
6.4. TENTATIVAS DE OTIMIZAÇÃO DA EXPRESSÃO DO scFv-10D8 
 
 
Devido à dificuldade encontrada para expressar o scFv10D8 no periplasma da 
bactéria buscou-se estratégias para melhorar sua expressão, e uma das alternativas 
foi utilizando o vetor de expressão citoplasmático pET32a. A construção foi feita e 
com as colônias obtidas realizou o teste de indução da expressão do pET32a-
scFv10D8 com 0,8 mM de IPTG. Os resultados observados foi o perfil de banda de 
expressão do scFv10D8 no tamanho esperado de aprox. 46 kDa e o teste de 
solubilidade nos mostrou que uma parcela da proteína está solúvel (FIGURA 14A e 
B). Com esses resultados foi feito um teste preliminar de purificação da proteína e as 
primeiras tentativas de purificação não funcionaram sendo necessário a otimização. 
Esses resultados são os primeiros esforços em relação a essa construção e mostra 
bastante promissor para conseguir a proteína purificada e posteriormente testar em 





FIGURA 14: Expressão e solubilidade do pET32-scFv-10D8 
FONTE: o autor (2018). 
NOTA: Em A. Gel de Poliacrilamida 12% corado por Coomassie da indução do pET32-scFv10D8 e 
teste de solubilidade. pGEX 0h (não induzido) e 4h usados como controle. P.T.: proteína total, P.S.: 
Proteína solúvel, P.I.: Proteína insolúvel. B. Western Blotting do teste de solubilidade de pET32-





Proteína solúvel de pET22b-scFv-10D8 usado como comparativo. 3. Proteína total de pET32-scFv-
10D8. 4. Proteína insolúvel de pET32-scFv-10D8.     
       
Para esses primeiros esforços em relação a formas alternativas de expressão do 
scFv10D8 foi utilizado a SHuffle® T7 Express - New England Bio Labs (BESSETTE 
et al., 1999). Uma célula derivada da estirpe B de E. coli modificada para minimizar 
os problemas de formação de pontes dissulfeto e o mau dobramento das proteínas. 
As redutases no citoplasma de E. coli mantém cisteínas na sua forma reduzida, 
reduzindo assim qualquer ponte dissulfeto que possa formar neste compartimento. 
Essa célula SHuffle® tem deleções dos genes de redutase glutarredoxina e 
tioredoxina redutase que permite a formação de pontes dissulfeto no citoplasma. 
Esta combinação de mutações é normalmente letal, mas a letalidade é suprimida por 
uma mutação na enzima peroxiredoxina (New England Bio Labs). Está linhagem 
parece promissora por já ter sido utilizada até para expressão de anticorpos inteiros, 
mas cabe ressaltar que neste caso a expressão do scFv-10D8 foi citoplasmática, 
porém os testes piloto com essas estirpes não apresentaram diferença significativa 
da expressão do anticorpo de interesse.  
Outra alternativa buscada para melhorar a expressão do scFv10D8 foi por 
meio vetores de expressão em levedura (P. pastoris) que na literatura mostra ser um 
sistema otimizado de expressão em relação a bactéria E. coli e concentração 
elevada de proteína recombinante. Para isso foi utilizado o vetor pGAPZα B que 
possui peptídeo sinal para secretar a proteína de fusão e o pGAPZ B que é de 
expressão citoplasmática, a construção de ambos plasmídeos foram utilizando 
digestões enzimáticas dos vetores e do inserto e transformados em células 
bacterianas estirpe DH10B (FIGURA 15). As colônias obtidas das duas construções 
foram testadas para confirmar a presença do inserto e o DNA plasmidial foi extraído 
e digerido com AvrII para linearização do plasmídeo para que possa ser inserido na 
célula de levedura (FIGURA 16). Após esse processo, fizemos a transformação por 
eletroporação em células competentes de levedura (P. pastoris) e os testes não 
mostraram expressão detectável do scFv-10D8. Nesse cenário, optou-se por 







FIGURA 15: Modelo esquemático da construção dos plasmídeos 
 
FONTE: o autor (2018). 
NOTA: Modelo da construção do plasmídeo pGAPZB-scFv-10D8 e pGAPZαB-scFv-10D8.  
 
 





FONTE: o autor (2018). 
NOTA: Perfil de restrição em gel de agarose 1% da digestão de clones selecionados digeridos com 
BamHI e BglII (1-10). PM – Peso molecular 1kb. 
 
 
6.5. BLOQUEIO DA INVASÃO PELA EXPRESSÂO INTRABODY scFv-10D8 
 
O scFv-10D8 no formato intrabody expresso em formas epimastigotas foi 
construído para ser direcionado para a via secretória, ou seja, a via utilizada pelas 
proteínas de membrana assim como a gp35/50. A construção foi feita utilizando um 
vetor de tripanosomatídeos (pTREX Ama40::GFP_Neo) com enzimas apropriadas e 
tratado com alcalino fosfatase para receber o peptídeo sinal (grp78/BiP - uma 
chaperona residente que regula o dobramento de proteínas e impedindo a 
agregação) previamente amplificado com primers específicos e o produto digerido 
com enzimas de restrição. Após a confirmação da estrutura esperada outra 
construção foi realizada para incorporação do produto de PCR do scFv-10D8-6xHis 
para adicionar ao vetor já construído (pTREX SP-BiP::GFP_Neo). Essas 
construções prontas foram transfectadas e parasitos selvagens ou carregando as 
construções pTREX SP-BiP::GFP_Neo e pTREX-BiP-scFv-10D8-6xHis::GFP_Neo 
foram analisados por microscopia de fluorescência e citometria de fluxo para 
detecção das proteínas de fusão. Nos dados de microscopia foram observadas 
sinais muito fracos de fluorescência de GFP, mesmo após a seleção de parasitos 
G418 resistentes (FIGURA 17) e na citometria de fluxo não foram observados 
detectados sinais de fluorescência (dados não mostrados). Na expectativa de que 
uma provável expressão SP--scFv-10D8::GFP poderia estar reduzindo os níveis de 
expressão do alvo (gp35/50) foram realizadas análises de Western blotting dos 
extratos dos parasitos transfectados. Utilizando o anticorpo anti-GFP observamos 
um baixo nível de expressão nos parasitos transfectados com o SP--GFP, e níveis 
não detectáveis de SP--scFv10D8::GFP , que está de acordo com os dados de 
citometria de fluxo e microscopia de fluorescência. Com o anticorpo anti-GP35/50 
não detectamos mudanças no nível de expressão entre as amostras (FIGURA 18). 
Estes resultados podem ser explicados pela baxíssima expressão do scFv-
10D8::GFP. Contudo cabe ressaltar que mesmo que tivéssemos altos níveis de 





da proteína. Isso também foi mostrado em alguns trabalhos (BEERLI et al., 1996; 
HARWERTH et al., 1993), que demostraram que alta afinidade não é suficiente para 
intrabody ser funcional.  
Com os resultados apresentados concluímos que os níveis de expressão do 
scFv10D8 são muito baixos, impossibilitando a redução da expressão da proteína 
alvo. Diferentemente do obtido aqui, Ayub et al (2012) mostraram resultados 
satisfatórios com uso de intrabody contra a proteína ribossômica TcP2β (scFv C5) 
que pode ser detectado 24h após a indução e os parasitas induzidos mostraram 
uma redução na taxa de crescimento, sugerindo bloqueio da atividade de tradução 
ribossômica (AYUB et al., 2012). Nesse sistema é possível que a expressão 
regulada tenha sido crucial para garantir expressão do intrabody. 
A utilização de intrabodies para outras doenças foram promissores como o 
uso para β-amilóide que demonstrou inibição do acúmulo dessa proteína em um 
modelo de camundongo com doença de Alzheimer (SUDOL et al., 2009). Foi 
utilizado também essa metodologia em plantas para interferir com as funções 
célulares e interações da célula de planta com seu patógeno (GAHRTZ et al., 2009). 
Outra aplicação do intrabody foi em camundongo trangênico que constutivamente 
expressa esse formato de anticorpo para α-VCAM1 resultando no fenótipo esperado 
(distribuição aberrante de células B imaturas no sangue e medula óssea) 
(MARSCHALL et al., 2014).  
Ayub e colaboradores (2012) verificaram ser dificil estabelecer uma relação 
entre o nível de expressão do intrabody e o efeito funcional pois acreditam que o 
mecanismo seja que o intrabody precise ser traduzido antes de ligar na proteína alvo 
e assim inibir a síntese de proteínas. Isso significa que a inibição total é dificil de se 
obter pois a síntese do intrabody também vai ser bloqueada. Os resultados 
observados foram os primeiros esforços de expressão de intrabody em 
tripanosomatídeos em que foi visto capacidade de inibir a síntese protéica in vitro 
com resultados semelhantes para T. brucei e T. cuzi (AYUB et al., 2012).  
Questões relativas as propriedades intrínsecas desse tipo de abordagem e os 
princípios que determinam o fracasso ou o sucesso dessa tecnologia ainda não 
foram abordados de forma satisfatória até o momento (MARSCHALL et al., 2015). 





diferentes anticorpos expressos para a mesma célula e analisados quanto a sua 
afinidade, níveis de expressão e e capacidade de se ligar a um epítopo linear ou 
conformacional, observaram que o intrabody com menor afinidade mas com alto 
nível de expressão foi mais eficiente em silenciar o alvo  (MARSCHALL et al., 2015). 
Foi visto também que o anticorpo com maior eficiência também reconheceu epitopo 
linear e isso pode concluir que interfere com o processo de dobramento da proteína 
e pode acelerar a degradação do alvo (ZHANG et al., 2012). 
Com os resultados obtidos até o momento, mais testes devem ser conduzidos 
e melhorados (p.ex. otimização de códons) para esse tipo de abordagem, pois esse 
formato pode ser ferramenta útil para atenuação do parasito. Como visto 
anteriormente por Junqueira et al. (2011) o clone avirulento CL-14, derivado da cepa 
CL de T. cruzi, pode ser modificado para expressão de antígeno tumoral (NY-ESO) e 
ser usado em protocolos de vacinação ou tratamento anti-cancer em modelo murino. 
A atenuação utilizando intrabodies anti-proteínas de superfície pode ser uma 
estratégia eficiente/mais segura para garantir avirulência de parasitos utilizados 












FIGURA 17: Microscopia de Fluorescência dos parasitos de cepa G de T. cruzi expressando os 
plasmídeos transfectados 
 
FONTE: o autor (2018).  
NOTA: As amostras foram fixadas com paraformaldeído 2% e o núcleo corado com DAPI. GFP – 
expressão apenas do gene repórter, pTREX-SP-BiP::GFP_Neo – expressão do peptídeo sinal 
fusionado a GFP, pTREX-SP-BiP-scFv10D8-6xHis::GFP_Neo 
 
 
          
 
FIGURA 18: Expressão do intrabody 
 
FONTE: o autor (2018).  
NOTA: Perfil de reatividade por Western blotting dos extratos de parasitos transfectados de cepa G 
de T. cruzi utilizando o anticorpo para identificação do nível de GFP (anti-GFP) e para a identificação 
do nível de GP35/50 (anti-TcGP35/50). GFP – expressão apenas do gene repórter, pTREX-SP-
BiP::GFP_Neo – expressão do peptídeo sinal de BiP fusionado a GFP, pTREX-SP-BiP-scFv10D8-




6.6. OBTENÇÃO DOS FRAGMENTOS DAS REGIÕES VARIÁVEIS DE 
OUTROS ANTICORPOS MONOCLONAIS 
 
Uma vez que, de forma geral, o mAb-10D8 reconhece preferencialmente 
gp35/50 de cepas do grupo TcruziI, decidimos construir outros scFvs, como para a 
proteína multigênica MASP também presente na superfície do parasito através da 
imunização em camundongos da proteína purificada, porém em testes preliminares 





mais estudos. Foram construídos também a partir do mAb-2B10 também reconhece 
gp35/50 de forma mais ampla. Além de mAb2B10, também foi processado o 
hibridoma de mAb-3F6 que reconhece gp82. Ambos os mAbs reconhecem proteínas 
são codificadas por famílias multigênicas (DI NOIA et al., 1998). 
Já o mAb 3F6 reconhece a proteína gp82 é uma glicoproteína ancorada à 
membrana celular por GPI presente somente na forma tripomastigota metacíclico, 
uma vez que anticorpos contra essa proteína não foram capazes de reconhecê-la 
quando testados contra as outras formas evolutivas do parasito (ARAYA et al., 
1994). Como já descrito, a gp82 é uma molécula de adesão e dispara a via de 
sinalização de cálcio nas células do hospedeiro. A gp82 atua como receptor de 
sinalização que medeia a fosforilação proteica em resíduos de tirosina, o que é 
necessário para a invasão celular (FAVORETO et al., 1998).  
A partir do cDNA obtido desses anticorpos monoclonais, foram realizadas 
várias reações de PCR para amplificar as porções variáveis pesada e leve do mAb-
2B10 e mAb-3F6 seguindo as condições de amplificação descritas por Fields et al. 
(2013) e seguidas pelo nosso grupo para sequenciamento do mAb-10D8. O 
resultado obtido da corrida do gel de agarose, mostra tamanhos esperados para a 
cadeia pesada (aprox. 400 pb) e para a cadeia leve (aprox. 350 pb) (FIGURA 19), 
que são compatíveis com os resultados de Fields et al. (2013). Além disso, também 
foram feitas predições das sequências deduzidas de aminoácidos de ambos mAbs e 
comparados com sequência do Banco de Dados do IMGT utilizando a ferramenta 
Collier-de-Perles para visualização gráfica dos domínios variáveis (FIGURA 20). As 
posições ocupadas por cada aminoácido correspondem as mesmas utilizadas para o 
scFv-10D8. A representação bidimensional das cadeias pesada e leve foram 
desenhadas e montadas com o peptídeo flexível (linker – SGGGG3x). Foram feitas 
também predições da estrutura tridimensional dos scFvs e análise de acoplamento 
in silico de moléculas glicídicas utilizando os ligantes Galp: β-D-galactopiranose; 
Galf: β-D-galactofuranose; Nac: n-acetilglucosamina; (β 1→6) – ligação β 1-6; (β 
1→4) – ligação β 1-4 (FIGURA 21).  Já foi visto que gp35/50 é encorado por GPI e 
rica em treonina. Os glicanos são ligados a resíduos de treonina no centro da 
proteína através de N-acetilglucosamina e dependendo do isolado de T. cruzi pode 





SERRANO et al., 1995, SALTO et al., 2000). Yoshida e colaboradores (1989) 
mostrou que o mAb-10D8 que reconhece gp35/50 reage com epitopos contendo 
galactofuranose e o mAb-2B10 parece reagir com epitopos contendo 
galactopiranose. Os resultados de docking para o scFv-10D8 e scFv-2B10 
corroboram com os dados de Yoshida e colaboradores. Os resultados obtidos do 
docking do scFv-3F6 pode ser utilizado como um controle negativo, pois seu alvo 
não é uma porção glicídica mas sim um peptídeo. Estudos mostrando a identidade 
de sequências de aminoácidos de gp82 deduzidas de cDNA de formas metacíclicas 
mostraram que em relação a sua funcionalidade não há diferença para a cepa G e 
cepa CL em relação ao domínio central de ligação de células de mamífero (RUIZ et 
al., 1998). Manque e colaboradores (2000) usando peptídeos sintéticos de gp82 
verificaram que o sítio de ligação celular está em contato e sobrepõe parcialmente o 
epítopo de mAb-3F6 e pode ser conformacional sendo formado pela justaposição de 
duas sequências separadas na molécula linear por um alongamento hidrofóbico. 
Yoshida (2006) verificou que dentro das sequências que possui o sítio de ligação e o 
epitopo para mAb-3F6 existem diferenças entre as moléculas de formas metacíclicas 
para formas tripomastigotas derivadas de cultura (TCT) como substituições de 






FIGURA 19: Amplificação de porções variáveis pesada e leve de outros anticorpos 
monoclonais 
 





NOTA: Amplificação de regiões variáveis pesada e leve de mAb-2B10 e -3F6 a partir do cDNA. A e 
B: Os produtos de PCR dos fragmentos das cadeias variáveis pesada (~ 400 pb) e leve (~ 350 pb), 
respectivamente. C: Detecção de amplificação de cadeia aberrante por digestão do amplicon de VL 








FIGURA 20: Representação bidimensional no formato colar de pérolas IMGT do gene do scFv-
2B10 e scFv-3F6. 
FONTE: o autor 2018.                         
NOTA: Resíduos de aminoácidos foram numerados de acordo com o padrão IMGT. Resíduos 
conservados na posição 23; 41; 89; 104 e 118 são conservados entre os domínios dos anticorpos. As 
esferas hachuradas são gaps que foram introduzidos para melhor alinhamento com as sequências de 
regiões variáveis depositadas.  As sequências de aminoácidos de cores diferentes em cada porção 
































FIGURA 21: Predição da estrutura tridimensional comparativa do scFv-10D8,-2B10 e -3F6 
FONTE: o autor (2018). 
NOTA: A) Sítios prováveis de interação entre scFv-10D8 e β-D-galactofuranose (1-4) N-
acetilglucosamina que é a parte conhecida do epitopo reconhecido pelo mAb 10D8. B) scFv 2B10 e 
interação com β-D-galactopiranose (1-6) N-acetilglucosamina. C) Sítio de interação do scFv-3F6 com 
β-D-galactofuranose (1-3) N-acetilglucosamina. Modelo obtido in silico com a ligação mais estável 
entre as duas moléculas usando o software Hex 8.0. A molécula glicídica está representada pelo 
modelo de esferas e varetas, enquanto os scFvs está representado pelo modelo de superfície para 
melhor visualização do sitio de ligação ao antígeno. As predições foram realizadas utilizando os 
mesmos softwares citados para realizar a análise do scFv-10D8. 
 
 
Como característica comum, os membros da família gp82 reconhecido pelo 
mAb-3F6 estão presentes em cepas testadas como G, CL, Tulahuen, Y entre outras, 
tanto de grupo I como grupo II do T. cruzi. Essas proteínas fazem parte do repertório 
de moléculas da superfície de formas tripomastigotas metacíclicas, assim como a 
gp35/50 reconhecida pelo mAb-2B10 que também é expressa em ambos grupos do 
parasito. Diferente do mAb-10D8 que reconhece a proteína gp35/50 expresso por 
cepas do grupo I apenas.  
As formas metacíclicas de diferentes cepas utilizam mecanismos diferentes 
para invadir a célula hospedeira. Formas infectivas de cepa G utilizam 
preferencialmente gp35/50 para a interação com a célula (YOSHIDA et al., 1989, 





cíclico e liberação de cálcio é ativada nos parasitos (NEIRA et al., 2002). Contudo 
para outras cepas como por exemplo a CL, a invasão é mediada por gp82 
(RAMIREZ et al., 1993). Nesta cepa a via de sinalização ativada envolve a 
fosfolipase C e liberação de cálcio (YOSHIDA et al., 2000).  Os estudos a respeito 
desses anticorpos monoclonais mostram que essas proteínas estão envolvidas na 
adesão do parasito a célula hospedeira e que mAbs contra essas proteínas de 
superfície inibem a invasão no hospedeiro mamífero e poderiam gerar scFv, um vez 
que essa proteína está presente em grupos diferentes do T. cruzi. 
Com a determinação da sequência desses novos scFvs, ampliou-se as 
possibilidades de uso, tanto na forma simples quanto combinada, permitindo ampliar 






7. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 
 
 
Neste trabalho foi possível realizar ensaios com anticorpo de cadeia única 
anti-gp35/50 de T. cruzi após algumas mudanças nas condições de expressão. O 
anticorpo de interesse mostrou funcionalidade in vitro semelhante ao encontrado 
pelo anticorpo monoclonal de origem mAb-10D8 em ensaios de Western blotting. Foi 
observado também que com as análises in silico foi possível obter informações 
sobre o sítio de interação dos anticorpos e prever quais resíduos de aminoácidos 
participam da interação antígeno::anticorpo. Em novos estudos poderá ser refinado 
as análises de docking para guiar na criação de mutações sítios-dirigidas para 
alterar o reconhecimento de gp35/50 (por exemplo: reconhecer um maior repertório 
de gp35/50. 
Os níveis de expressão do scFv-10D8 encontrados no trabalho foi semelhante 
aos descritos na literatura. Outros sistemas de expressão alternativos foram testados 
para tentar aumentar a eficiência de expressão (sistema de expressão em levedura 
e sistema de expressão citoplasmática em células SHuffle®), porém os sistemas 
utilizados não implementaram a expressão, observando um resultado semelhante ou 
menor ao já utilizado. Para esses dados devem ser conduzidos novos ensaios e 
outros sistemas podem ser incluídos para a melhoria da expressão. 
A caracterização funcional in vivo do scFv-10D8 pelo ensaio de bloqueio de 
invasão de células de mamíferos nos revelou que o anticorpo recombinante tem 
capacidade de diminuir a invasão de parasitos na monocamada de células. Estes 
dados mostram a aplicabilidade do scFv no desenvolvimento de novas estratégias. 
Outra possibilidade é usar esse anticorpo para testar em infecção por formas 
metacíclicas em camundongos para avaliar a redução da parasitemia, semelhante 
ao ensaio já realizado com o mAb-10D8.  
Com o resultado observado in vitro do scFv-10D8, este será aplicado em 
experimentos de modificação da bactéria presente na flora do inseto vetor 
(paratransgênese) para observar se há redução de formas infectivas presente em 
seus dejetos, ou na redução de sua virulência. 
O desenvolvimento de novos scFvs (mAb-2B10 – anti-gp35/50; e mAb-3F6 – 





ensaios de infecção de forma individual ou em combinação com scFv-10D8. Essas 
abordagens poderão potenciar os efeitos do scFv-10D8. 
Por fim, sabe que scFv-10D8 reconhece formas epimastigotas e 
tripomastigota metacíclicos e poderá ainda ser conjugado com peptídeos ligantes a 
fim de serem usados em estratégias para a paratransgênese ou ainda no 
desenvolvimento de diabody (anticorpos recombinantes diméricos composto da 
associação de dois fragmentos de anticorpos de cadeia única (scFv) que se ligam ao 
antígeno de maneira bivalente) aumentando a capacidade de ligação ao alvo para 
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ANEXO I: Esquema representativo das estruturas químicas de carboidratos testadas no ensaio de 








FONTE: Adaptado de ACOSTA-SERRANO et al., 1995. 





















1 -220.0 -234.3   -210.6 -201.3 
2 -198.7 -219.5   -203.5 -172.6 
3 -198.5 -213.1   -198.1 -165.2 
4 -194.2 -205.3   -194.5 -160.9 
5 -190.7 -199.4   -191.0 -157.2 
6 -190.3 -198.4   -187.9 -154.4 
7 -187.3 -196.8   -185.0 -151.8 
8 -184.8 -194.8   -182.8 -149.7 
9 -184.2 -192.8   -180.5 -147.5 
10 -183.7 -189.5   -178.4 -145.6 
11 -183.7 -188.5   -176.6 -143.9 
12 -183.1 -187.0   -174.9 -142.1 
13 -182.0 -186.3   -173.2 -140.7 
14 -181.9 -186.0   -171.6 -139.2 
15 -181.9 -185.8   -170.1 -137.8 
16 -181.0 -185.4   -168.5 -136.6 
17 -181.0 -185.2   -167.1 -135.4 
18 -179.4 -184.8   -165.8 -134.1 
19 -179.2 -184.3   -164.3 -133.1 
















1 -303.2 -307.3   -285.9 -262.5 
2 -249.9 -263.4   -274.9 -250.3 
3 -243.0 -255.2   -266.5 -241.8 
4 -237.4 -249.0   -260.7 -236.4 
5 -233.0 -243.1   -256.0 -232.2 
6 -228.9 -239.2   -251.8 -228.5 
7 -225.7 -234.8   -247.7 -225.2 
8 -222.5 -231.4   -244.3 -222.1 





10 -217.1 -224.2   -238.2 -216.5 
11 -214.7 -220.9   -235.7 -214.1 
12 -212.1 -217.8   -233.3 -211.9 
13 -209.9 -214.8   -230.9 -209.8 
14 -207.8 -212.0   -228.3 -207.7 
15 -205.9 -209.5   -225.8 -205.6 
16 -203.9 -207.4   -223.1 -203.6 
17 -202.1 -205.1   -220.4 -201.6 
18 -200.3 -202.7   -217.9 -199.5 
19 -198.6 -200.2   -215.5 -197.7 
















1 -261.5 -293.4   -283.0  
2 -249.6 -272.2   -272.4  
3 -242.3 -265.7   -265.5  
4 -237.2 -263.6   -260.3  
5 -233.2 -260.7   -255.8  
6 -229.8 -258.3   -251.5  
7 -226.7 -257.1   -247.7  
8 -224.1 -252.1   -244.7  
9 -221.7 -251.9   -241.7  
10 -219.4 -249.8   -239.3  
11 -217.3 -249.6   -236.6  
12 -215.1 -247.7   -234.5  
13 -213.0 -246.9   -231.9  
14 -211.0 -245.7   -229.7  
15 -209.1 -245.4   -227.2  
16 -297.2 -243.7   -225.2  
17 -205;6 -243.6   -223.2  
18 -203.7 -243.1   -221.5  
19 -201.9 -242.1   -219.  
20 -200.2 -241.9   -218.1  
 
NOTA: Coluna de docking: 1-20 Possibilidade de acoplamento in silico realizado pelo Hex Protein 
Docking 8.0. Coluna Substituída por Galp: Substituição de -D-galactofuranose por -D-
galactopiranose. Coluna sem Galf: -D-galactofuranose removida da estrutura. Galp: -D-
galactopiranose; Galf: -D-galactofuranose; Nac: n-acetilglucosamina; ( 1 → 6) - ligação 1-6; ( 1 → 
4) - ligação 1-4. Retângulos verdes correspondem aos dockings que melhor apresentaram energia 
de interação com a estrutura química avaliada e com treonina livre As moléculas foram construídas 
de acordo com a representação esquemática de Acosta Serrano et al. (1995).   
 
 
 
